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Introducao: O ultrassom terapéutico acelera o reparo do tendao. Objetivos:
Estudar a agao do ultrassom em tendinite experimental por analises histomor-
fométrica e histopatolégica. Método: Vinte e cinco ratos Wistar, 220-250 g, foram
divididos em trés grupos experimentais (7 e 14 dias): A, e A ,, tendinite induzida
sem tratamento; B7 e B14, tendinite induzida tratada com ultrassom pulsado de
1 MHz a 10% 0, 5 W/em? e C, o grupo sem inducao de tendinite. Resultados:
A histomorfometria mostrou-se altamente significativa (p <0,001) do ultrassom
em contra-relogio de 14 dias, comparado com o grupo saudavel (C), e muito
significativamente em comparagao com o mesmo grupo tendinite (A7 e Al4) (p
<0,01). Conclusao: A histologia e a histomorfometria demonstraram qualitativa
e quantitativamente, um aumento do niimero de fibroblastos, em sete dias, e das
fibras de coldgeno, em 14 dias, para o grupo tratado com ultrassom em relagao
ao tendinite.

Descritores: Inflamacao; Tendinite; Terapia por ultrassom.

Introduction: The therapeutic ultrasound accelerates repair of tendon.
Objectives: Analyze the action of ultrasound in experimental tendonitis in histo-
morphometric and histopathological analysis. Methods: Twenty-five Wistar rats,
220 - 250 g, were divided into three experimental groups (7 and 14 days): A7 and
Al4 induced tendinitis and without treatment; B7 and B14, induced tendinitis
and treated with pulsed ultrasound 1 MHz to 10% 0.5 W/cm?, and C, the group
without induction of tendinitis. Results: Histomorphometry was highly signifi-
cant (p <0.001) of ultrasound against the clock for 14 days, compared with the
healthy group (C), and very significantly in relation to the same group tendinitis
(A7 and A14) (p <0, 01). Conclusion: The histology and histomorphometry dem-
onstrated qualitatively and quantitatively, an increased number of fibroblasts in
seven days, and the collagen fibers, in 14 days, for the group of ultrasound com-
pared with the group of tendinitis.

Key words: Inflammation; Tendinitis; Ultrasonic therapy.
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Introducdo

A tendinite é uma condicdo inflamatéria
de um tenddo agredido'. A inflamagado aguda é
condicdo desencadeante do processo de repa-
racdo tecidual que, muitas vezes, é exagerado
e pode acarretar complicagdes, prejudicando a
qualidade do tecido formado?.

Lesoes do tendado sao comuns no esporte, e
estima-se que correspondam de 30% a 50% das
ocorréncias nesse tipo de atividade***. De acor-
do com Aglietti et al.?, tendinite é um dos princi-
pais problemas relacionados a lesdo por esforgo
repetitivo e a distirbios osteomusculares rela-
cionados ao trabalho.

O processo de reparagao tecidual é com-
plexo e pode ser conceituado como uma cadeia
de eventos, cada um completando o anterior e
iniciando o subsequente: hemostasia, inflama-
¢do, demolicdo, proliferagdo e maturagao®’.

A terapia de ultrassom tem sido utilizada
na medicina hd mais de 50 anos para tratar a
inflamacao decorrente de lesdes ligamentares e
musculares, a inflamagdo da capsula articular,
a bursite e a tendinite. Ela pode ser aplicada em
animais e homens, mostrando sua eficdcia na so-
lugdo dessas patologias® 11,

O aparelho de ultrassom terapéutico gera
corrente elétrica de alta frequéncia e é conectado
a uma ceramica piezoelétrica sintética chumbo-
zinco-titanio (PZT), alojado em um transdutor'>
3. Como terapéutica de alta frequéncia, ele pro-
move a regeneragao tissular e reparagao dos te-
cidos moles, a sintese de proteina, o aumento da
circulagdo sanguinea, a normalizagao do tonus
muscular, a ativagao do ciclo do célcio, a estimu-
lacao das fibras nervosas aferentes, o aumento
de mobilidade da articulagdo e da extensibilida-
de em tecidos ricos em coldgeno, a reducao de
espasmos musculares, o alivio da dor, a resolu-
¢do de processos inflamatérios cronicos'™.

Neste estudo, analisaram-se os efeitos
anti-inflamatérios em um modelo experimen-
tal de tendinite, utilizando ultrassom terapéu-
tico pelas andlises histopatolégica e histomor-
fométrica.

Materiais e métodos

Todos os experimentos foram reali-
zados de acordo com as orientagdes para o
cuidado animal, seguindo as premissas do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) A pesquisa foi aprovada pelo Comité
de Etica da Faculdade Integral Diferencial,
sob o protocolo: n © 086/09. Foram utilizados
25 ratos (Rattus norvegicus, albinus), linhagem
Wistar entre 30 e 60 dias de idade, peso médio
230 g. Os animais foram mantidos em gaiolas-
padrdo coletivas de polietileno, devidamente
etiquetadas, com cinco animais por gaiola,
temperatura ambiente controlada de 24+1°C e
umidade do ar de 60%, fotoperiodo de 12 ho-
ras claro, e 12 horas, escuro, recebendo dgua e
alimentagdo padrao ad libitum.

A inducédo da tendinite

Os animais foram anestesiados com ke-
tamina (100 mg/kg, ip) e xilazina (20 mg/kg,
p) e, posteriormente, submetidos a indugao da
tendinite. Para induzir experimentalmente a
tendinite, aplicou-se uma injegdo intratendi-
nea de 10uL de colagenase (10mg/mL; SIGMA;
C6885) no tendao do calcdneo direito dos ra-
tos. A colagenase foi dissolvida em uma so-
lugdo salina tamponada estéril de fosfato. Os
animais receberam a injecdo de colagenase no
primeiro dia e foram sacrificados com dose
excessiva de anestésico (tiopental), 7 e 14 dias
ap6s a indugdo da tendinite.

Intervencédo terapéutica
experimental

O tratamento com ultrassom de cada ani-
mal dos grupos teve inicio 24 horas apods a indu-
¢ao da tendinite, sendo mantido a cada 24 horas,
depois da primeira aplica¢do da terapia com ul-
trassom, cuidando-se para que todos tivessem
igual manipulagdo didria, em mesmo horario.
Para a realizagao do procedimento terapéutico,
os ratos foram posicionados em dectbito ventral,



numa bancada devidamente coberta de tecido
nao texturizado, com imobilizacdo manual da
pata direita para aplicacdo da terapéutica indi-
cada em contato direto com a area a ser tratada.
O ultrassom utilizado foi um modelo Sonopulse
Special, série 000827, da empresa IBRAMED, com
gel de acoplamento a base de 4gua, numa ERA
de 1 cm?.

Protocolo de tratamento
€ grupos experimentais

Os animais foram divididos em grupos ex-
perimentais com cinco individuos cada, confor-
me descrito na Tabela 1, a seguir:

Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais

Grupos Subgrupos | Indugao da
(n=15) (n=5) tendinite | ratamento
A, Sim N&o
A
A Sim Nio
B, Sim UST
B
14 Sim UST
c C Nao Nio

Ap6s a indugdo experimental da tendi-
nite, os animais do grupo A e A, (tendinite)
— foram mantidos em gaiolas, sem qualquer
tratamento; ja os do B, e B, (ultrassom) — re-
ceberam diariamente terapia com ultrassom
(Tabela 2).

Tabela 2: ParGmetros de tratamento
utilizados

Ultrassom modelo Ultrassom Sonopulse
Modo Pulsado 10%
Intensidade 0,5 W/cm?2
ERA 1cm?2
Tempo 120 seg
Contato Gel a base de agua 0,56ml

O grupo C (sadio) foi composto pelos ten-
ddes da perna esquerda dos animais de A_e A,
seguindo as premissas do COBEA.

Preparacéao da amostra

Todos os cinco animais de cada grupo fo-
ram sacrificados aos 7 ou 14 dias, apds a indu-
¢do experimental de tendinite. Os tenddes foram
removidos por disseccdo dos tecidos da perna
direita, iniciando a primeira incisdo na regido
do tendao do osso, e a segunda, na inser¢ao do
tenddo do musculo. Os ratos dos grupos A_e A,
tiveram os tenddes da pata esquerda dissecados
para ser analisados e compor o grupo sadio C.

A andlise histolégica

Os tenddes foram seccionados, longitudi-
nalmente desidratados em soluc¢des crescentes
de alcool e diafanizados em xilol, em seguida,
incluidos em parafina. Obtiveram-se em mi-
crétomo American Optical quatro cortes semi-
seriados com 5um de espessura, sendo dois
corados com hematoxilina-eosina (HE), e dois,
pelo Tricromico de Masson (TM), o qual permi-
te visualizar as fibras coldgenas. O material foi
examinado com um microscépio 6ptico trinolu-
cular Olympus CX31, modelo YS100, equipado
com camera digital Olympus SC20 e acoplado a
um microcomputador.

Avaliagéo histomorfométrica

Foi realizada nas laminas coradas com o
tricromico de Masson uma avaliacao histomor-
fométrica, sendo quantificado o nimero de fi-
broblastos. As imagens digitalizadas foram
avaliadas com auxilio do programa de analise
computacional de imagens Image-J® (Versado
1,32 para Windows) de dominio publico. Os da-
dos foram apresentados como média e desvio-
padrdo (média+DP).

Andlise estatistica

Os dados foram coletados e avaliados
quanto ao coeficiente de variagdo e a distribui-
¢do amostral para determinagdo do teste esta-
tistico, considerando o nivel de significancia
estatistica de 5% (p<0,05). Realizou-se a andlise
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estatistica da varia¢do do nimero de células in-
flamatorias, obtidos nos grupos tratados e nao
tratados, utilizando-se o teste de ANOVA, com
pos-teste de Tukey, por meio do programa esta-
tistico GraphPad Prism®, versao 3.0. Para confec-
¢do da barra de rolagem dos graficos, levou-se
em consideragdo o erro padrao da amostra.

Resultados

Avaliagéo histolégica

Na andlise dos cortes histolégicos, foi en-
contrado, ap6s sete dias de tratamento, um pa-
drao histolégico menos organizado do que no
décimo quarto dia do tratamento. No grupo
tendinite (A ), havia espessamento do epitendao
e endotendado. Observou-se também a forma-
cdo de fibroblastos volumosos, com citoplasma
abundante, sem formar feixes bem definidos
ou orientados longitudinalmente (Figura 1). Por
sua vez, os espécimes que compunham o grupo
tratado com ultrassom (B,), nesse mesmo tem-
po experimental, mostravam tanto o epitendao
quanto o endotendao alargados por aumento do
ndmero de tenoblastos. Em comparacdo com o
grupo tendinite (A)), as células inflamatdrias
mononucleadas apareceram em menor ndmero,
e os vasos neoformados exibiram paredes mais
espessadas (Figura 1).

No grupo tendinite (A ), as células infla-
matérias mononucleadas e os vasos neoforma-
dos no epitenddo e endotenddo aparentemente
reduziram, enquanto o nimero de fibroblastos
continuou elevado. No grupo tratado com ul-
trassom (B,,), o nimero de navos recém-formado
diminuiu significativamente e foram encontra-
das mais células mononucleares. Em nenhum
dos espécimes estudados os setores lesados che-
garam a reconstruir a estrutura normal do ten-
dao do grupo sadio (C) (Figura 2).

Nas amostras que compdem o grupo sau-
davel, os tenddes normais demonstraram ca-
racteristicas histolégicas, fibrécitos alongados,
com pouco citoplasma e nicleo fusiforme, es-

parsas entre densos feixes paralelos de coladgeno
(Figura 1C e 2C).

Avaliagéo histomorfométrica

Apbés sete dias de tratamento, o grupo
de ultrassom (B,) mostrou um maior nimero
de fibroblastos, em comparacdo com os outros
grupos, ilustrado pela variacdo do ntiimero de fi-
broblastos ao longo do tempo (p <0,001), quando
comparado com o grupo sadio (C) (Figura 3).

Figura 1: Aspectos histolégicos do tenddo
dos animais dos grupos experimentais

- A, grupo tendinite, sete dias; B, grupo
ultrassom, sete dias, e C, grupo sadio

ConScientiae Saude, 2010;9(4):625-632.



A comparacdo dos resultados do grupo
que recebeu tratamento (B,,) e do tendinite (A )
com os do grupo sadio (C), quanto ao nimero
de fibroblastos na area de lesdo, foram estatisti-
camente significantes. Deve-se considerar que,
conceitualmente, na evolugdo do processo de
reparo e com a maturagdo do tecido conjuntivo
ocorre aumento expressivo na quantidade de
fibras coldgenas, com consequente diminuigdo
no numero de fibroblastos e fibrécitos presen-
tes, bem como dos vasos neoformados. Por outro
lado, quando se compararam os grupos ultras-

Figura 2: Aspectos histolégicos do tend&o
dos animais dos grupos experimentais

- A, grupo tendinite, 14 dias; B,, grupo
ultrassom, 14 dias, e C, grupo sadio

ConScientiae Saude, 2010;9(4):625-632.
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Figura 3: Grafico comparativo da variagdo
(A) do numero de fibroblastos apos sete dias
de tratamento ***p<0,001, extremamente
significante em relag¢do ao grupo sadio

som e tendinite, somente os espécimes tratados
com ultrassom apresentaram resultado signifi-

cante (Figura 4).
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Figura 4: Grdfico comparativo da variagdo
(A) do numero de fibroblastos apds quatorze

dias de tratamento

**%*n<0,001, extremamente significante em rela-
¢ao ao grupo sadio; **p<0.01 muito significante
em relacao ao grupo tendinite.

Discussdo

Resultados concordantes com os obtidos
neste estudo foram descritos por Kitchen® que
relatou ser essa fase do reparo tecidual extrema-
mente dindmica com numerosos tipos de célu-
las, tais como plaquetas, mastécitos, macréfagos
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e neutroéfilos, que entram e saem do local da
ferida. Evidéncias indicam que o ultrassom te-
rapéutico pode interagir com as células citadas,
influenciando sua atividade e levando a acele-
ragdo do reparo. Os espectros dos espécimes
tratados com ultrassom no tempo experimental
de 14 dias também se mostraram espalhados,
apresentando altera¢des bioquimicas. Segundo
Machado'%, na fase proliferativa e de remodela-
¢ao, o ultrassom auxilia na reorganizagdo do co-
lageno (arranjo e alinhamento) — fenémeno que
se deve ao efeito piezoelétrico.

Estudo experimental no tendao de Aquiles
de um rato demonstrou a migragao celular, ava-
liada em filtros, e mostrou ser essa dependente
da dose do ultrassom. Além disso, foi observado
que a-actina, associada a migragao celular, tam-
bém apresentou expressado elevada'.

No entanto, os efeitos terapéuticos do ul-
trassom dependem ndo apenas da dose, mas
também do intervalo entre o estabelecimento
da lesao e o inicio do tratamento e de sua dura-
¢do. Em um estudo realizado, a terapia de duas
semanas, iniciada um dia apés a instalagdo do
dano, melhorou significativamente a poténcia
mecanica do tenddo e promoveu o alinhamento
do colageno. Entretanto, nenhum beneficio foi
comprovado quando o mesmo tratamento apli-
cado anteriormente foi iniciado no 15° ou no 29°
ap6s o dano tecidual.

Durante a fase proliferativa (reparacgao
tendinea), o ultrassom também tem efeito esti-
mulante, aumentando a sintese protéica, a pro-
liferagao de fibroblastos e a producdo de coldge-
no, acelerando também a angiogénese”. Bake et
al.? afirmaram que ndo ha nenhuma prova dire-
ta da ocorréncia de beneficios clinicos do ultras-
som quando ocorre alteracdo da permeabilidade
da membrana, pois os experimentos in vitro tém
descrito pouca relevancia para a pratica clinica.
Essas mudancgas incluem aumento da sintese
proteica, da proliferacdo de mastdcitos, tecido
de granulagdo, absorgdo de cédlcio e mobilidade
de fibroblastos, que, segundo varios estudos,
poderiam acelerar o processo cicatricial'> 2.

Dos muitos trabalhos que investigaram
os efeitos fisiolégicos do ultrassom, boa parte
foi dirigida especificamente para a cicatriza-
¢do tendinosa?**2>26:27.28 Dentre essas pesqui-
sas, algumas mostraram, num extremo, que o
ultrassom acelerou o processo de cicatrizagao
do tendao® ¥ .

Todavia, de acordo com a andlise realiza-
da por Baker et al.® ainda existem controvér-
sias, pois conforme esses autores ndo existe,
atualmente, fundamentacao cientifica suficiente
para fornecer um alicerce para o uso clinico do
ultrassom terapéutico, visto que a maioria dos
efeitos biofisicos foram examinados por meio
de estudos in vitro, havendo poucos indicios de
que essas mudangas ocorram in vivo, e a extra-
polacdo desses resultados para o homem ¢, por
conseguinte, conjuntural, pois a influéncia de
mecanismos reguladores, como a homeostase
devem ser levados em conta. Olsson et al.* afir-
mam que apesar desse instrumento ser usado
no tratamento de diversos tipos de lesdes, ainda
existem controvérsias relacionadas ao seu real
valor terapéutico e a dosimetria indicada para
cada caso.

Cunha et al.® mostram em estudos simila-
res que o ultrassom, utilizado no modo pulsado,
tem efeito estimulatério sobre a taxa de repara-
¢ao tecidual do tendao, efeito esse nado visualiza-
do quando aplicado no modo continuo.

Moura Junior® realizou ensaio clinico so-
bre o tratamento da tendinite, aplicando ultras-
som terapéutico, e comparou sua agao com a de
um aparelho de LED por meio da espectroscopia
ramam. Ele concluiu que, aos 14 dias de trata-
mento, o ultrassom terapéutico foi mais eficaz
para tratar o processo inflamatério, quando
comparado os grupos controle e o tratado com
LED, corroborando este estudo e o de Maia Filho
et al.*® e Backhaus et al.?".

A aceleracdo do processo de reparo foi
elucidada por Ramirez et al.”. Segundo ele, a
taxa de cicatrizagdo do tendao é acelerada pelo
ultrassom em razdo do aumento da sintese de
proteinas e de colageno pelos fibroblastos. Além
disso, em outros estudos o ultrassom demons-



trou aumento da taxa de reparo em tenddes de
Aquiles de ratos e da sintese de colageno no lo-
cal da lesao®.

Conclusdo

A analise histoldgica e a histomorfométri-
ca revelaram que

Os espécimes tratados com ultrassom
apresentaram maior agdo anti-inflamatoria,
quando comparados ao grupo tendinite (A, e
A,)), no tempo experimental de 14 dias;

As analises histologica e histomorfométri-
ca demonstraram qualitativa e quantitativamen-
te aumento no nimero de fibroblastos aos sete
dias de tratamento, e das fibras colagenas, aos 14
dias, para o grupo ultrassom (B,,), quando rela-
cionadas com as dos grupos tendinite (A,).

Com base nos parametros utilizados e da-
dos encontrados no estudo experimental aqui
apresentado, sugere-se que novos trabalhos se-
jam realizados para verificar diferencas ou simi-
laridades nos resultados, utilizando diferentes
comprimentos de onda, dose e tempo de aplica-
¢do do tratamento.
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