UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE - UNESC

CURSO DE FISIOTERAPIA

UILLIAN BAUER MUNARI

ANALISE COMPARATIVA ENTRE ULTRASSOM TERAPEUTICO
E AUTO-HEMOTERAPIA NO TRATAMENTO DE LESAO MUSCULAR
EM MODELO ANIMAL

CRICIUMA, NOVEMBRO DE 2011



UILLIAN BAUER MUNARI

ANALISE COMPARATIVA ENTRE ULTRASSOM TERAPEUTICO
E AUTO-HEMOTERAPIA NO TRATAMENTO DE LESAO MUSCULAR
EM MODELO ANIMAL

Trabalho de Conclusado do Curso, apresentado
para obtencdo do grau de Bacharel no
Curso de Fisioterapia da Universidade do
Extremo Sul Catarinense, UNESC.

Orientador Técnico: Prof. M.Sc. Eduardo Ghisi
Victor.

Orientadores  Metodoldgicos: Prof. M.Sc.
Lisiane Fabris Chiumento; Prof. M.Sc.. Barbara
Coelho; Prof. Kristian Madeira

CRICIUMA, NOVEMBRO DE 2011



UILLIAN BAUER MUNARI

, ANALISE COMPARATIVA ENTRE ULTRASSOM
TERAPEUTICO E AUTO-HEMOTERAPIA NO TRATAMENTO DE
LESAO MUSCULAR EM MODELO ANIMAL

Trabalho de Conclusdo de Curso
aprovado pela Banca Examinadora
para obtencdo do Grau de Bacharel no
Curso de Fisioterapia da Universidade
do Extremo Sul Catarinense, UNESC,
com Linha dePesquisa em Ciéncias da
Saude.

BANCA EXAM E%DORA
Orientador: Prof. D%rdo Ghisi Vi

i
Examinador: Prof. Dro. Willians Cassiana Longen - UNESC

Examinador: Prof. Dr. Tiago Petrucci de Freitas - UNESC

Cricilima, 24 de Novembro de 2011



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela minha vida, pela minha familia, agradeco por ter me
confortado em momentos de aflicdo e ter me contemplado com conquistas que s6
tive e estou tendo através do Senhor, obrigado por andar comigo e ser a luz que
guia meu caminho onde quer que eu va, sou grato a Ti meu Deus...

Minha querida familia, que compartilharam comigo sonhos, medos, erros e
acertos desde que nasci. Agradeco pela educacdo que me deram e pelo exemplo
que foram. Ensinaram-me e mostraram o sentido de familia, de amor e de luta para
alcancgar os objetivos, vocés sdo vencedores meus pais, e fizeram eu e minha irma
ter a mesma garra para buscar o melhor para nossas vidas e para nossa familia.

Meu pai, Jodo Reus Munari, ou melhor, Catana, famoso apelido que era
comentado em todos os lugares que se falava de futebol, me fez gostar disso, de
torcer para o Inter, de jogar futebol, queria ser conhecido como tu era meu pai, tu
sempre foi meu idolo. Obrigado por cuidar de nés e da mée, tu és um exemplo de
homem bom, que busca sempre o bem da nossa familia, obrigado por cuidar tao
bem e ser tdo bom para minha méezinha, eu te amo meu pai.

Minha mae, Lucimar Bauer Munari, meu exemplo de vida, de dedicacéo, de
amor, de bondade, de luta, de trabalho, de fé, obrigado mé&e, por todos os
ensinamentos, por todo amor e carinho, por todo esforgo para me dar o melhor, eu te
amo muito.

Pipoca do mano, Anelise, obrigado pelo carinho e apoio sempre, por me
encorajar quando eu era medroso, mesmo longe n&o deixei de pensar em ti nenhum
dia, eu te amo muito.

Tia Bé, querida tia que fez o carinho de tia se tornar um amor de mae, que fez
alguns sonhos da minha vida tornarem-se possiveis, obrigado por tudo, te amo.

Minha amada namorada Hérica, tu mudaste minha vida pra muito melhor, vivo
contigo a felicidade que eu nao sabia que existia. Obrigado por valorizar minhas
qualidades e ajudar-me a melhorar como pessoa e como homem, obrigado por me
entender, por me ajudar, pela confianga que tens para levar-me para junto da tua
familia, a qual agradego também pelo carinho que me recebeu e confianga que

depositam em mim. Meu amor, vocé € extremamente especial e essencial na minha



vida, agradego a Deus por ter te colocado no meu caminho, pois hoje vocé é mais
que importante, vocé é fundamental, €s a companhia que eu quero para o resto da
vida, eu te amo muito meu amor, obrigado por tudo.

Meus colegas e grandes amigos, n6s mostramos que faculdade ndo é
somente um espaco para estudar, vivemos momentos inesqueciveis, jogamos muito
futebol, discutimos muito futebol, fizemos brincadeiras, piadas inesqueciveis.
Obrigado pelo apoio quando precisei e por viver na grande maioria das vezes os
momentos mais alegres e engragados. Agradeco meu amigo Guilherme, que tanto
me ajudou na realizac&o deste trabalho.

Agradeco todos os professores, em especial ao professor Eduardo, meu
orientador, que acreditou em minhas idéias e me apoiou dando suporte no que
solicitei, ao professor Willians, que foi compreensivo e flexivel quando precisei, além
de ser exemplo de profissional, a professora Lisiane Tuon, que acreditou no meu
potencial e me deu oportunidades de experiéncias além da universidade.

Muito obrigado a todas as pessoas, que de uma forma ou de outra,
contribuiram para que eu esteja finalizando esta etapa muito importante na minha

vida.



“Com a forca da sua mente, seu instinto e
sua experiéncia vocé pode voar alto”.

(Ayrton Senna)



Capitulo I: Projeto de Pesquisa
Capitulo II: Artigo Cientifico......

Capitulo Ill: Normas da Revista

SUMARIO



CAPITULO | - PROJETO DE PESQUISA



UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE - UNESC

CURSO DE FISIOTERAPIA

UILLIAN BAUER MUNARI

ANALISE COMPARATIVA ENTRE ULTRASSOM TERAPEUTICO
E AUTO-HEMOTERAPIA NO TRATAMENTO DE LESAO MUSCULAR
EM MODELO ANIMAL

CRICIUMA, SETEMBRO DE 2010



UILLIAN BAUER MUNARI

ANALISE COMPARATIVA ENTRE ULTRASSOM TERAPEUTICO
E AUTO-HEMOTERAPIA NO TRATAMENTO DE LESAO MUSCULAR
EM MODELO ANIMAL

Projeto de pesquisa do Programa de
Graduagao em Ciéncias da Saude destinado a
aprovacao do Comité de Etica.

Orientador Técnico: Prof. M.Sc. Eduardo Ghisi
Victor.

Orientadora Metodoldgica: Prof. M.Sc. Lisiane
Fabris Chiumento.

CRICIUMA, SETEMBRO DE 2010



SUMARIO

TRESUMO . ... e 03
2 INTRODUGAD. ... 04
3 FUNDAMENTAGAO METODOLOGICA . .........ooviiiiiiiiiiee e 10
3.1 CARACTERISTICAS DA PESQUISA. .....oueiieeeeeeeee e 10
B2 AMOSTRA ..o, 10
3.3 INCLUSAO E EXCLUSAO. .....ooeeeeeeeee e, 10
3.4 CRITERIOS DE SUSPENSAO OU ENCERRAMENTO DA PESQUISA........... 11
3.5 DESTINO DOS ANIMAIS POS-EXPERIMENTACAO.......ccovviiieiiieeeiii . 11
3.6 PROCEDIMENTOS DA PESQUISA. ....oommeiiee e, 11
3.6.1 PROTOCOLO DE LESAO MUSCULAR........cooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 11
3.6.2 TRATAMENTO COM ULTRA-SOM PULSADO..........c.cooiieieeeeeeeeeeseseeen. 12
3.6.3 TRATAMENTO COM AUTO-HEMOTERAPIA. ........cooieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 12
3.6.4 MARCADORES BIOQUIMICOS.........coouieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 12
3.6.5 ANALISE ESTATISTICA ...t 14
3 CRONOGRAMA DE EXECUGAO DAPESQUISA.............covvviiiieeeaaeeaaeeee 14
5 PREVISAO ORGAMENTARIA. ........c.ooiioioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
B REFERENCIAS . ... ..o, 16

ANEXO



1 RESUMO

As lesbes musculares podem ocorrer em esportistas profissionais ou atletas
ocasionais, tendo como causa diversos fatores, entre eles esforgo repetitivo,
originando fadiga e consequente lesdo, contusdo muscular, ou por alongamento
excessivo e incorreto. O ultrassom terapéutico surge como uma alternativa no
tratamento destas lesbes musculares, mostrando-se capaz de apresentar efeito
bioquimico e fisiolégico, acelerando desta forma o processo de cicatrizacao do
tecido. A auto-hemoterapia, embora pouco explorada cientificamente, aparece como
possivel alternativa para o tratamento de lesdo muscular, no entanto teme-se que
ela possa ser um risco para a saude dos individuos, pois praticamente ndo ha
estudos clinicos em pacientes que comprovem a eficacia do tratamento, apenas
pesquisas experimentais com resultados questionaveis, tanto em seres humanos
quanto em animais. Este estudo tem como objetivo comparar o ultrassom com a
auto-hemoterapia no tratamento da lesdo muscular, para isso serdo utilizados 28
ratos Wistar, que serdo divididos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo 1: Ratos
sem lesdo muscular. Grupo 2: Ratos com lesdo muscular no gastrocnémio sem
tratamento. Grupo 3: Ratos com lesdo muscular no gastrocnémio e tratamento com
ultrassom pulsado (0.8 W/cm2). Grupo 4: Ratos com lesdo muscular no
gastrocnémio e tratamento com auto-hemoterapia. Ap6s 1 hora da ultima aplicagao
0s animais serdo eutanasiados por decapitacdo e o tecido muscular ao redor da
lesdo sera removido cirurgicamente para a realizagdo das analises bioquimicas.
Dentre os marcadores bioquimicos e de regeneracdo muscular para a comparagéo
dos grupos, serdo utilizados: Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio;
Modulacédo das defesas antioxidantes; Danos oxidativos; Determinagdo de

paréametros de inflamagéo.



2 INTRODUGAO

A lesdo muscular pode ocorrer de algumas maneiras, como forgas diretas,
incluindo laceragdes e contusbes no musculo, e forgas indiretas relacionadas a
tensao exercida sobre o musculo (FUKUSHIMA, 2001). Freqlientemente ocorrem em
praticas esportivas e atividades diarias. Porém, o processo de reparo é geralmente
similar em muitos casos (LI et al, 2005).

As lesdes musculares, além das causadas devido ao trabalho ou por fatores
caracteristicos, podem ocorrer em esportistas profissionais ou atletas ocasionais,
tanto por esforgo repetitivo, por exemplo, originando fadiga e consequente leséo, por
pancada ou por alongamento excessivo e incorreto (CLELIS e NATALI, 2001).

Muitos estudos vém demonstrando um aumento nos marcadores de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO), como anion superdxido, peroxido de hidrogénio e
radical hidroxil em sangue e tecidos, humanos e de animais, durante e apds a lesao
muscular (PATTWELL, 2004; NIELS, 2005; ZHAO, 2004). Embora necessarias para
a defesa celular e demais fungdes, as ERO, quando produzidas em excesso,
provocam um desequilibrio entre a producao e a capacidade de defesa antioxidante,
levando a uma condigdo denominada estresse oxidativo, agredindo os constituintes
celulares como lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

Apods a lesao muscular, o estresse oxidativo pode ficar aumentado devido a
inumeros locais de geragdo de ERO dentro do musculo traumatizado. Pode-se incluir
como fontes primarias de radicais livres, durante e ap6s o trauma, a mitocondria,
xantina oxidase (XO), metabolismo de prostandides e o sistema NADPH oxidase
(REID, 1994).

Em geral, a lesdo muscular esquelética tem uma regeneragdo rapida
formando miotubos em trés dias. Funcionalmente, as fibras musculares sé&o
reinervadas em 4 a 5 dias, e um reparo total apoés 21 a 28 dias (AMARAL, 2001).
Sabe-se que o processo de regeneragdo musculo esquelético vem sendo muito
estudado, no entanto, questbes permanecem obscuras, especialmente os efeitos de
varios tratamentos comumente usados para acelerar o processo de regeneragéo

muscular, como também o envolvimento das ERO durante esse processo.



Estima-se que as alteragdes que sugerem lesdo muscular sao irregularidades
do padrao estriado, vacuolizagdo sarcoplasmatica, nucleos picnéticos e em posicéo
central, areas de necrose segmentar e invasédo leucocitaria (CLEBIS, 2001;
DUARTE, 1993).

O sucesso da regeneragao, em todas as situagbes envolve revascularizagéo,
infiltracao celular, fagocitose do musculo danificado por necrose, proliferacao, fusao
das células precursoras do musculo e, finalmente, a reinervagcdo (RENAULT, et al
2000; GROUNDS, 1991).

A acdo dos macréfagos estimula a revascularizagdo, o que intensifica a
reparacgao do tecido lesado (GROUNDS, 1991).

Os fragmentos do sarcoplasma que permanecem no interior do tubo
endomisial, sofrem a acdo de proteases enddgenas e sao progressivamente
removidos por macrofagos (CARLSON, 1986).

Varios estudos sugerem que o uso do ultrassom reduz a inflamagao induzindo
a liberacdo de histamina, o que causa vasodilatacdo local e aumenta a
permeabilidade vascular. Diversos pesquisadores relatam que o ultrassom aumenta
a cicatrizacgao tecidual (FREITAS et al.; 2008).

O ultrassom tem sido utilizado ha algumas décadas para o reestabelecimento
das funcdes e promogéao da cicatrizagdo de tecidos moles danificados. Observagdes
clinicas determinam o uso do ultrassom em diversas situagdes, incluindo a dor,
inflamacgao da bursa e traumatismo do musculo esquelético (GOUVEA et al.; 1998).

A acédo terapéutica do ultrassom pode produzir efeitos de cicatrizacdo em
biomarcadores de regeneragdo muscular, principalmente lesdes por contusdes, além
de produzir mudancgas na permeabilidade da membrana e estimular o transporte de
substancias de mensageiros secundarios, como calcio (WILKIN, 2004).

Dentre as formas de tratamento complementar, esta a auto-hemoterapia, que,
embora com escassa literatura existente sobre o assunto, adquiriu muitos adeptos
ao longo dos anos. A auto-hemoterapia foi introduzida como forma terapéutica por
Ravaut, por volta de 1910, e desde entdo vem sendo utilizada no tratamento de
diversas patologias, tanto no homem quanto em animais (SOUSA, 2009).

A auto-hemoterapia é um procedimento antigo que se baseia no empirismo,
onde o tratamento consiste em aplicagbes do sangue autélogo, por via

intramuscular, objetivando estimular o sistema imunolégico (SILVA, 2009).



Ravaut descreveu seu emprego em diversas doengas infecciosas,
especialmente na febre tiféide e nas dermatoses. Era também usada em casos de
asma, urticaria e estados anafilaticos (SHKMANN, 1992).

A AHT é uma terapia complementar de baixo custo, que consiste em coletar
certo volume de sangue de uma veia periférica do préprio paciente, comumente da
prega do cotovelo e aplica-lo imediatamente em seu musculo, sem nada acrescentar
ao sangue. Este procedimento estimula o Sistema Reticulo Endotelial,
quadruplicando o percentual de macréfagos em todo organismo, conforme
preconizado por Teixeira (1940), ao comprovar que o Sistema Reticulo Endotelial
(SRE) era ativado pela AHT em seu estudo publicado e premiado na Revista Brasil -
Cirurgico, em marco de 1940. Jesse Teixeira provocou a formagao de uma bolha na
coxa de pacientes, com cantarida, substancia irritante. Fez a contagem dos
macrofagos antes da auto-hemoterapia, a cifra foi de 5%, ap6s a auto-hemoterapia a
cifra subiu a partir da 12 hora chegando apo6s 8 horas a 22%. Manteve-se em 22%
durante 5 dias e finalmente declinou para 5% no 7° dia ap6s a aplicagdo (ABMC,
2007).

Acredita-se que a auto-hemoterapia produz um efeito proteico, e que no caso
de doencas inflamatérias cronicas, promova a reativagdo organica (SANTIN E
BRITO, 2004).

A administracdo intramuscular do sangue autégeno tem efeito estimulante
sobre o sistema reticulo-endotelial, bem como sobre o sistema simpatico,
aumentando a atividade e a resisténcia dos tecidos (METTENLEITTER, 1936).

Quando o tratamento alopatico de cefaléia em humanos ndo apresenta
resultados satisfatorios, realiza-se a auto-hemoterapia. E feita uma injecéo peridural
com sangue venoso do paciente, o que resulta em um tamponamento da falha
meningea. Embora o mecanismo de acg&o deste processo ainda seja pouco
conhecido, ele tem demonstrado 6timos resultados (OLIVEIRA, 2007).

O sangue autdlogo também é utilizado na ozonioterapia médica, muitos
pacientes humanos, com comprometimento renal e poliartralgia apresentam melhora
substancial do quadro clinico da dor com a aplicagao intramuscular (OLIVEIRA,
2007).

De acordo com Garcia (2007) a auto-hemoterapia combinada com o uso
tépico de agua e 6leo ozonizados no tratamento de habronemose em equino,

percebe-se a formacgéo de tecido de regeneragdo em substituicdo a pele necrosada,



com rapida redugdo da area afetada, regeneracgéo tecidual e cicatrizacdo de quase
toda a superficie lesada, caracteristicas que apontam para a cura clinica do animal.

Naves (2007) aplicou auto-hemoterapia em uma bezerra e numa vaca com
papilomas pedunculares nas tetas, obtendo-se resultados favoraveis contra a
enfermidade.

Santin (2001) comprovou a eficacia da auto-hemoterapia no tratamento de
papilomatose cutadnea bovina, comparando uma amostra de dez animais com o
grupo controle mediante o Teste de Ficher.

Em seu estudo, Silva (2009) verificou que a aplicagédo da auto-hemoterapia
em ratos Wistar produziu uma reagdo imunolégica no organismo dos ratos,
mostrando que com o uso desta técnica ha um aumento na quantidade de células de
defesa do sistema imune, melhorando a cicatrizagéo.

Embora esteja em frequéncia crescente, a auto-hemoterapia é um método
terapéutico sem comprovacao cientifica, podendo ser um risco para a saude dos
individuos. Praticamente ndo ha estudos clinicos em pacientes que comprovem a
eficacia do tratamento, apenas pesquisas experimentais com resultados
questionaveis, tanto em seres humanos quanto em animais (LEITE, 2008).

Hensler (2009), e colaboradores utilizaram a auto-hemoterapia no tratamento
de resfriado agudo, e concluiram que comparado ao grupo placebo, a auto-
hemoterapia nado teve efeito benéfico.

Entretanto, Veronesi (1976), afirma que a auto-hemoterapia pode ser aplicada
em todos os tipos de patologias, devido ao fato que a maioria das doencas
infecciosas, parasitarias, inflamatorias, neoplasicas, degenerativas e auto-imunes,
estardo relacionadas com o sistema imune durante todo o processo - inicio,
evolugdo, controle e cura.

De acordo com o exposto, a pesquisa tem como questao problema: Quais os
efeitos, em relacdo ao tratamento de lesdo muscular, da auto-hemoterapia quando

comparado com o ultra-som terapéutico em modelo animal?

A partir da questéao problema tém-se as seguintes questées norteadoras:

a) Quais os efeitos do ultrassom sobre parametros de regeneragcdo muscular

em ratos submetidos a contusdo no gatrocnémio?



b) Quais os efeitos da auto-hemoterapia sobre parametros de regeneracao

muscular em ratos submetidos a contusdo no gatrocnémio?

c) Quais os efeitos do ultrassom sobre parametros de estresse oxidativo em

ratos submetidos a contusao no gatrocnémio?

d) Quais os efeitos da auto-hemoterapia sobre parametros de estresse

oxidativo em ratos submetidos a contusao no gatrocnémio?

Mediante as questdes acima, definiram-se as seguintes hipoteses:

a) A acao terapéutica do ultrassom pode produzir efeitos de cicatrizagédo em
biomarcadores de regeneragcao muscular, principalmente lesdes por contusdes, além
de produzir mudancgas na permeabilidade da membrana e estimular o transporte de

substancias de mensageiros secundarios, como calcio (WILKIN, 2004).

b) A acdo dos macrofagos estimula a revascularizagdo, o que intensifica a
reparagao do tecido lesado (GROUNDS, 1991). A auto-hemoterapia estimula o
Sistema Reticulo Endotelial, quadruplicando o percentual de macréfagos em todo

organismo, conforme preconizado por Teixeira (1940).

c) A terapia por US acelera o processo de cicatrizagédo, pois influencia a
atividade das células, plaquetas, mastocitos, macréfagos e neutrofilos envolvidos na
fase inflamatoéria do processo de regeneracéo tecidual (LOW & REED, 2003). Ao ser
traumatizado, o musculo aumenta a producédo de Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO), gerando o estresse oxidativo que esta envolvido no processo de cicatrizagéo
muscular (REID, 1994). Acredita-se que o ultrassom possa agir diminuindo a

producao das ERO.

d) Pouco se sabe sobre a agdo da auto-hemoterapia sobre parametros de
estresse oxidativo, no entanto, sabendo que a auto-hemoterapia esta diretamente
ligada a producdo de macrofagos, e que estes sdo responsaveis pela primeira linha
de defesa no musculo lesado, e ainda que ao ser traumatizado, o musculo aumenta

a producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), gerando o estresse oxidativo



que esta envolvido no processo de cicatrizagdo muscular, acredita-se que a auto-

hemoterapia possa agir diminuindo o estresse oxidativo.

A pesquisa apresenta como Objetivo Geral: Comparar o ultrassom com a

auto-hemoterapia no tratamento da lesdo muscular.

E, como Objetivos Especificos:

1. Verificar os efeitos do ultrassom sobre parametros de regeneracao

muscular em ratos submetidos a contuséo no gatrocnémio.

2. ldentificar os efeitos da auto-hemoterapia sobre parametros de

regeneragao muscular em ratos submetidos a contusdo no gatrocnémio.

3. Analisar os efeitos do ultrassom sobre parametros de estresse oxidativo em

ratos submetidos a contusao no gatrocnémio.

4. Verificar os efeitos da auto-hemoterapia sobre parametros de estresse

oxidativo em ratos submetidos a contusdo no gatrocnémio.



3 FUNDAMENTAGAO METODOLOGICA

3.1 Caracteristicas da Pesquisa

A pesquisa é do tipo experimental, na area da saude, sub-area Fisioterapia,
de natureza aplicada, quantitativa, explicativa, prospectiva, descritiva e bibliografica.
Trata-se de um estudo randomizado, a realizar-se no Laboratorio de Sintese de
Compostos com Atividade Biolégica — LASICOM, em conjunto com o Laboratério de
Fisiologia e Bioquimica do Exercicio — LAFIBE, localizados na UNESC e vinculados
ao programa de Pés-Graduagédo em Ciéncias da Saude desta instituicdo. O estudo
sera realizado pelo autor do projeto, bolsistas de ambos laboratérios e professor

orientador.

3.2 Amostra

Serado utilizados 28 ratos Wistar. Os animais serdo agrupados em gaiolas
especificas, numa temperatura ambiente controlada em 22°C, em ciclo claro-escuro
12:12h e com livre acesso a agua e a alimentagao.

Os animais serao divididos aleatoriamente em quatro grupos:

Grupo 1: Ratos sem lesdo muscular.

Grupo 2: Ratos com lesdo muscular no gastrocnémio sem tratamento;

Grupo 3: Ratos com lesdo muscular no gastrocnémio e tratamento com ultrassom
pulsado (0.8 W/cm2).

Grupo 4: Ratos com lesdo muscular no gastrocnémio e tratamento com auto-

hemoterapia.

Calculo do Tamanho da Amostra: Estimou-se uma relacdo média (+ DP) da SOD
de 4,6 £ 2,5% no dia “0” ap6s a lesdo muscular e de 9,3 + 4,8% apo6s o quinto dia o
tamanho amostral necessario para detectar uma diferenga significativa,
considerando um nivel de significancia de 5% e poder de 80%, é de 28 animais

divididos em quatro grupos de 7 ratos cada.

3.3 Inclusao e exclusado de animais na pesquisa: Sera utilizado como critério de

inclusdo Ratos Wistar, saudaveis, pesando entre 200-250g, com 8 semanas de



idade. Como critério de exclusdo o ndo preenchimento dos requisitos citados.

3.4 Critérios de suspensao ou encerramento da pesquisa: A pesquisa podera ser
encerrada por motivos eventuais que comprometam os objetivos previstos nesse
estudo, como por exemplo, surgir alguma doenca que afete o estado de saude dos
animais ou morte da maioria dos animais que estiverem sendo submetidos ao

tratamento com ultrassom terapéutico e auto-hemoterapia.

3.5 Destino dos animais pos-experimentagao: O descarte dos animais sera feito
do acondicionamento em saco branco leitoso e armazenados em freezer -40 para
posterior tratamento e deposigéo final em aterro sanitario, conforme procedimentos
estabelecidos pela Vigilancia Sanitaria (RDC 306/2004).

3.6 Procedimentos de Pesquisa

O projeto sera submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNESC.
Obtida a sua aprovacdo, sera iniciada a pesquisa com a aquisicdo dos

animais e logo a aplicac&o do estudo.

3.6.1 Protocolo de lesdo muscular: O modelo de trauma muscular sera
desenvolvido de acordo com Rizzi e colaboradores (2006). Os animais serao
anestesiados com injegdo intraperitonial de cetamina (80 mg/kg) e xilazina
(20mg/kg). Posteriormente, sera realizada a lesdo no gastrocnémio por um unico
impacto por trauma direto de uma prensa desenvolvida pelo Centro Industrial de
Equipamentos de Ensino e Pesquisa (CIDEP/RS, Brasil). A lesao sera produzida por
deslocamento de uma massa metalica de 0,459 Kg, a uma altura de 18 cm. O
impacto produzira uma energia cinética de 0.811 J, conforme especificacbes do

equipamento (Figura 1). O grupo controle sem lesdo muscular serdo anestesiados



para assegurar a padronizag&o, porém nao serao expostos ao equipamento de

trauma muscular.

Figura 1- Equipamento para trauma muscular

Fonte: SILVEIRA et al.; 2010.

3.6.2 Tratamento com ultrassom pulsado: O tratamento sera feito com ultrassom
pulsado (Imbramed, Brazil) com 6 minutos de duracgao, frequéncia de 1.0 MHz e
intensidade de 0.8 W/cm?, sera aplicado 2h apds a lesdo e a cada 24h durante 7
dias apés o trauma. O movimento do cabecote sera circular de acordo com Saliba et
al. (2007). Ap6s 1 hora da ultima aplicacédo os animais serdo eutanasiados por
decapitacdo e o tecido muscular ao redor da lesdo sera removido cirurgicamente
(FREITAS, 2007). Apds esses procedimentos serdo realizadas as analises

bioquimicas.

3.6.3 Tratamento com auto-hemoterapia: Para a realizagdo da auto-hemoterapia,
sabendo que esses animais possuem uma massa muscular muito pequena, se
utilizara no procedimento 100yl de sangue (SILVA, 2009). O sangue sera
puncionado da artéria da calda do animal utilizando seringa de insulina, e sera
imediatamente injetado proximo a lesdo muscular, esse procedimento sera realizado
2h apods a lesdo. No 7° dia os animais seréao eutanasiados por decapitagao e o tecido
muscular ao redor da lesdo sera removido cirurgicamente (FREITAS, 2007). Apos

esses procedimentos serdo realizadas as analises bioquimicas.

3.6.4 Marcadores Bioquimicos
Dentre os marcadores bioquimicos e de regeneracdo muscular para a

comparacao dos grupos, serao utilizados:



Producgao de Espécies Reativas de Oxigénio

a) Anion Superoéxido: Determinado pela taxa de oxidagdo da adrenalina, lido em

espectrofotobmetro a 480nm conforme descrito por Mccord (1969).

Modulagao das defesas antioxidantes

a) Superoxido dismutase (SOD): A atividade enzimatica da SOD sera determinada

pela inibicdo da auto-oxidagdo da adrenalina medida espectrofotometricamente

(480nn) segundo Bannister e Calabrese (1987)

b) Catalase (CAT): A atividade da CAT sera determinada pela queda na absorbancia

(240nm) correspondente ao consumo de peroxido de hidrogénio, conforme

previamente descrito por Aebi (1984).

c) Determinacédo das concentragdes de glutationa: Serdo determinadas

fluorimetricamente conforme com Browne e Armstrong (1998).

Danos oxidativos

a) Espécies Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS): Como indice de peroxidagéo

de lipideos sera verificada a formag¢do de substancias reativas ao aquecimento do
acido tiobarbiturico medido espectrofotometricamente (532nm), conforme descrito

por Draper e Hadley (1990).

b) Carbonilacdo de Proteinas: Os danos oxidativos em proteinas serao mensurados

pela determinacdo de grupos carbonil baseados na reacdo com dinitrofenilhidrazina
como previamente descrito por Levine et al. (1990). O conteudo de carbonil sera
determinado espectrofotometricamente em 370nm usando um coeficiente 22.0000

Molar.



Determinagao de parametros de inflamagcao

a) Determinacédo da expressdo do mRNA de citocinas: Sera determinada a
expressao do mRNA de citocinas pré-inflamatérias (IL-1p e IL-6) e anti-inflamatdrias
(IL-10) por RT-PCR conforme previamente descrito por (HANSEN-SCHWARTZ et al.
2002).

3.6.5 Analise Estatistica: Os dados serdo expressos em media e erro padrdo médio
e analisados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido
pelo teste post hoc Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste
estatistico € de P<0,05. Sera utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) versado 12.0 como pacote estatistico.

4 CRONOGRAMA DE EXECUGAO DA PESQUISA

O estudo sera desenvolvido conforme o cronograma a seguir:

Atividades Calendario

2010 2011

A|/S|ON D JFMAM|J|J|AS|O|N

Elaboracgao do Projeto X [ X | X

Comité de Etica X [ X

Referencial Teérico X|IXIXIX [ X[ XXX [XIX[X|X|X]|X[|X]|X

Coleta de Dados X | X

Analises Bioquimicas X | X

Analise e Discussdo dos X | X

Resultados

Elaboracgéo final do Artigo X

Cientifico

Submissao do artigo XX

Apresentacgao X




5 PREVISAO ORGAMENTARIA

O projeto sera financiado com recursos do Laboratério de Fisiopatologia

Experimental e Laboratério de Sintese de Complexos Multifuncionais da UNESC,

tendo a previsao dos seguintes custos:

Discriminagéo Valor (R$)
28 Animais (ratas Wistar) 350,00
Reagentes para dosagens bioquimicas 4.000,00
Determinacgdes da expressédo de mRNA 1.000,00
25 Siringas de Insulina e Agulhas 50,00
Material de Expediente 300,00
TOTAL 5.700,00
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Resumo

Introducdo: Este estudo teve como objetivo comparar o ultrassom terapéutico com a auto-
hemoterapia no tratamento da lesdo muscular. Metodologia: Foram utilizados 24 ratos Wistar,
divididos aleatoriamente em quatro grupos: G1: Ratos sem lesdo muscular. G2: Ratos com
lesdo muscular sem tratamento. G3: Ratos com lesdo muscular e tratamento com ultrassom
pulsado (0.8 W/cm?). G4: Ratos com lesdo muscular e tratamento com auto-hemoterapia. A
lesdo muscular foi induzida por um trauma Unico no gastrocnémio. O tratamento foi realizado
durante 7 dias, apos os animais foram mortos por decapitacdo e o tecido muscular ao redor da
lesdo foi removido cirurgicamente para a realizagdo das andlises bioquimicas. Dentre os
marcadores bioquimicos foram analisados Anion Superéxido como marcador na produgio de
Espécies Reativas de Oxigénio, e Catalase como marcador de Enzimas Antioxidantes.
Resultados: O grupo 2 apresentou diferenga significativa em relagdo ao grupo 1 tendo
aumentado o estresse oxidativo, e o grupo 3, apresentou diminui¢do do estresse oxidativo
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo 2, o grupo 4 ndo apresentou diferenca
significativa. Conclusdo: Nota-se que a auto-hemoterapia ndo apresenta resultados
satisfatorios no tratamento de lesdo muscular, ao contrario do ultrassom, que diminuiu os
marcadores de estresse oxidativo sendo eficaz no tratamento de lesdo muscular.

Palavras Chaves: Ultrassom, Auto-hemoterapia, Lesdo Muscular.

Abstract

Introduction: This study had as objective to compare the therapeutic ultrasound with self-
hemotherapy in the muscle injury treatment. Methodology: It was used 24 Wistar rats,
divided ramdonly among four groups: G1: Rats without muscle injury. G2: Rats with muscle
injury without treatment. G3: Rats with muscle injury and treatment with pulsed ultrasound
(0.8 W/ecm?). G4: Rats with muscle injury and treatment with self-hemotherapy. The muscle
injury was induced by a single stroke on the gastrocnemius. The treatment was realized during
7 days, after that the animals were euthanized by decaptation and the muscle tissue around the
injury was surgically removed to perform biochemistry analyses. Among the biochemical
markers were analyzed Superoxide Anion as a marker in the production of Reactive Species
of Oxygen, and Catalase as a maker of Antioxidant Enzymes. Results: Group 2 presented
significant difference compared to group 1 and increased oxidative stress, and group 3,
showed a reduction of oxidative stress statistically significant compared to group 2, group 4
not show any significant difference. Conclusion: It was noticed that self-hemotherapy not
presented significant results on muscle injury treatment, on contrary of ultrasound that
reduced the oxidative stress markers been effective in the muscle injury treatment.

Key Words: Ultrasound, Self-hemotherapy, Muscle Injury.



Introducio

A lesdo muscular pode ocorrer de algumas maneiras, como forgas diretas, incluindo
laceracdes e contusdes no musculo, ¢ forgas indiretas relacionadas a tensdo exercida sobre o
musculo [1].

Além das causadas devido ao trabalho ou por fatores caracteristicos, as lesdes
musculares podem ocorrer em esportistas profissionais ou atletas ocasionais, tanto por esfor¢o
repetitivo, por exemplo, originando fadiga e conseqiiente lesdo, por pancada ou por
alongamento excessivo e incorreto [2].

Embora necessarias para a defesa celular e demais fun¢des, as ERO, quando
produzidas em excesso, provocam um desequilibrio entre a producdo e a capacidade de defesa
antioxidante, levando a uma condi¢do denominada estresse oxidativo, agredindo os
constituintes celulares como lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos [3].

Apos a lesdo muscular, o estresse oxidativo pode ficar aumentado devido a intimeros
locais de geracdo de ERO dentro do musculo traumatizado. Pode-se incluir como fontes
primarias de radicais livres, durante e apds o trauma, a mitocondria, xantina oxidase (XO),
metabolismo de prostanoides e o sistema NADPH oxidase [4].

Em geral, a lesdo muscular esquelética tem uma regeneragdo rapida formando
miotubos em trés dias. Funcionalmente, as fibras musculares sdo reinervadas em 4 a 5 dias, ¢
um reparo total apos 21 a 28 dias [5]. Sabe-se que o processo de regeneragdo musculo
esquelético vem sendo muito estudado, no entanto, questdes permanecem obscuras,
especialmente os efeitos de varios tratamentos comumente usados para acelerar o processo de
regeneracdo muscular, como também o envolvimento das ERO durante esse processo.

O sucesso da regeneracdo, em todas as situagdes envolve revascularizagdo,
infiltragdo celular, fagocitose do musculo danificado por necrose, proliferacdo, fusdo das
células precursoras do musculo e, finalmente, a reinervagio [6].

A acdo dos macrofagos estimula a revascularizagdo, o que intensifica a reparagao do
tecido lesado [6].

O ultrassom tem sido utilizado ha algumas décadas para o reestabelecimento das
fungdes e promoc¢do da cicatrizagdo de tecidos moles danificados. Observacdes clinicas
determinam o uso do ultrassom em diversas situagdes, incluindo a dor, inflamagao da bursa e
traumatismo do musculo esquelético [7].

A acdo terapéutica do ultrassom pode produzir efeitos de cicatrizagdo em

biomarcadores de regeneragdo muscular, principalmente lesdes por contusdes, além de



produzir mudangas na permeabilidade da membrana e estimular o transporte de substancias de
mensageiros secundarios, como calcio [8].

Dentre as formas de tratamento complementar, estd a auto-hemoterapia (AHT), que,
embora com escassa literatura existente sobre o assunto, adquiriu muitos adeptos ao longo dos
anos. A auto-hemoterapia foi introduzida como forma terapéutica por Ravaut, por volta de
1910, e desde entdo vem sendo utilizada no tratamento de diversas patologias, tanto no
homem quanto em animais [9].

A auto-hemoterapia ¢ um procedimento antigo que se baseia no empirismo, onde o
tratamento consiste em aplicagdes do sangue autdlogo, por via intramuscular, objetivando
estimular o sistema imunoldgico [10].

Esta terapia complementar ¢ de baixo custo, e consiste em coletar certo volume de
sangue de uma veia periférica do proprio paciente, comumente da prega do cotovelo e aplica-
lo imediatamente em seu musculo, sem nada acrescentar ao sangue. Este procedimento
estimula o Sistema Reticulo Endotelial, quadruplicando o percentual de macréfagos em todo
organismo [11].

Acredita-se que a auto-hemoterapia produz um efeito proteico, e que no caso de
doengas inflamatdrias cronicas, promova a reativagdo organica [12].

Este estudo teve como objetivo comparar o ultrassom com a auto-hemoterapia no
tratamento da lesdo muscular em modelo animal.

Metodologia

Na pesquisa foram utilizados 24 ratos Wistar. Os animais foram agrupados em
gaiolas especificas, numa temperatura ambiente controlada em 22°C, em ciclo claro-escuro
12:12h e com livre acesso a dgua e a alimentag@o. Os ratos foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos: Grupo 1; Ratos sem lesdo muscular (Controle). Grupo 2; Ratos com lesdo
muscular no gastrocnémio sem tratamento (Sham); Grupo 3; Ratos com lesdo muscular no
gastrocnémio e tratamento com ultrassom pulsado (0.8 W/cm?). Grupo 4; Ratos com lesdo
muscular no gastrocnémio e tratamento com auto-hemoterapia. Foram utilizados Ratos

Wistar, machos, saudaveis, pesando entre 200-250g, com 8 semanas de idade.

A pesquisa poderia ser encerrada por motivos eventuais que comprometessem o0s
objetivos previstos nesse estudo, como por exemplo, surgir alguma doenca que afetasse o
estado de satde dos animais ou morte da maioria dos animais que estivessem sendo

submetidos ao tratamento com ultrassom terap€utico ou auto-hemoterapia.



O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNESC
sendo aprovado sob o N° 09/2011.

O modelo de trauma muscular foi desenvolvido de acordo com Rizzi [13]. Os
animais foram anestesiados com injecdo intraperitonial de cetamina (80 mg/kg) e xilazina
(20mg/kg). Posteriormente, foi realizada a lesdo no gastrocnémio por um unico impacto por
trauma direto de uma prensa desenvolvida pelo Centro Industrial de Equipamentos de Ensino
e Pesquisa (CIDEP/RS, Brasil). A lesdao foi produzida por deslocamento de uma massa
metalica de 0,459 Kg, a uma altura de 18 cm. O impacto produziu uma energia cinética de
0.811 J, conforme especificacdes do equipamento. O grupo controle sem lesdo muscular foi
anestesiado para assegurar a padronizagdo, porém ndo foram expostos ao equipamento de
trauma muscular.

O tratamento foi feito com ultrassom pulsado (Imbramed, Brazil) com 6 minutos de
duragio, freqiiéncia de 1.0 MHz e intensidade de 0.8 W/cm?, foi aplicado 2h apés a lesdo e a
cada 24h durante 7 dias apds o trauma. O movimento do cabegote foi circular [14]. Apds 1
hora da ultima aplica¢do os animais foram mortos dos por decapitacdo e o tecido muscular ao
redor da lesdo foi removido cirurgicamente [15]. Apds esses procedimentos foram realizadas
as analises bioquimicas.

Para a realizagdo da auto-hemoterapia, foi utilizado no procedimento 100ul de
sangue. O sangue foi puncionado da calda do animal utilizando seringa de insulina, e
imediatamente injetado proximo a lesdo muscular, esse procedimento foi realizado 2h apods a
lesdo [10]. No 7° dia os animais foram eutanasiados por decapitagdo e o tecido muscular ao
redor da les@o foi removido cirurgicamente [15]. Apds esses procedimentos foram realizadas
as analises bioquimicas.

Dentre os marcadores bioquimicos para a comparagdo dos grupos, foram utilizados
Anion Superéxido que é uma espécie reativa de oxigénio e Catalase que ¢ uma enzima
antioxidante.

Os dados foram expressos em média e erro padrdio médio e analisados
estatisticamente pela andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post hoc
Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste estatistico ¢ de p< 0,05. Foi utilizado
o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdo 17.0 como pacote estatistico.
Resultados

O gréfico I apresenta os valores dos niveis de anion superdxido apds os tratamentos

com ultrassom pulsado, auto-hemoterapia, grupo sham e controle.



Grafico I — Niveis de Anion Superéxido pos-testes (n=24)

30+
= 3 Controle
% Bl Lesdo Muscular
E - B3 Auto-hemoterapia
£
£ i
010 == S
3 i
o
0 T T

Houve diferenca estatisticamente significativa no grupo Sham com o aumento do
anion superdxido em relagdo ao grupo controle, € no grupo de tratamento com ultrassom
pulsado, no qual diminuiu o anion superdxido comparado com o grupo Sham, a auto-
hemoterapia ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).

O gréafico II apresenta os valores dos niveis de Catalase apds os mesmos

procedimentos.

Grafico II — Niveis de Catalase pds-testes (n=24).
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Apresentou novamente diferenga estatisticamente significativa no grupo Sham com o
aumento da catalase em relacdo ao grupo controle e no grupo de tratamento com ultrassom
pulsado, no qual diminuiu a catalase comparado com o grupo Sham, a auto-hemoterapia nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Discussao
Este estudo teve como objetivo comparar o ultrassom com a auto-hemoterapia no

tratamento da lesdo muscular, tendo como parametros para avaliagdo a espécie reativa de

oxigénio Anion Superoxido e a enzima antioxidante Catalase.



Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas no grupo de animais
tratados com ultrassom pulsado, comprovando que esta terapia diminui o estresse oxidativo
acelerando o processo de cicatrizagdo muscular. J4 a auto-hemoterapia ndo apresentou
diferenca significativa, sugerindo ser ineficaz para tratamento de lesdo muscular.

Conforme os resultados, muitos estudos confirmam um aumento nos marcadores de
Espécies Reativas de Oxigénio e Enzimas Antioxidantes, como Anion Superéxido e Catalase
respectivamente, em sangue e tecidos de humanos e animais, durante e apds a lesdo muscular
[16].

Estudos sugerem que o uso do ultrassom reduz a inflamacao induzindo a liberagédo de
histamina, o que causa vasodilatacio local aumentando a permeabilidade vascular e
consequente melhora da cicatrizagdo tecidual, corroborando com nossos achados [17].

Em seu estudo, Gouvéa [7], lacerou o tibial anterior de ratos e realizou analises
histologicas do musculo, comparando o grupo controle com o grupo tratado com ultrassom,
concluiu que a reagdo inflamatoria foi acelerada pelo uso do ultrassom, o que possibilitou uma
remog¢do mais eficiente de fibras necroticas no musculo tratado acelerando o reparo tecidual,
acreditamos que essa reagdo inflamatoria também tenha sido acelerada na aplicacdo do
ultrassom no estudo.

Em outra pesquisa, foi aplicado ultrassom nas intensidades de 0,2 e 0,4W/cm2 em
ratos também com lesdo incisiva no musculo tibial anterior, e as andlises histopatoldgicas
confirmaram que o ultrassom aumenta a fagocitose dos restos das fibras lesadas e acelara o
surgimento de fibroblastos e mioblastos. Além disso, acredita-se ainda que a angiogénese foi
estimulada e o ultrassom também acelerou a formagdo de miotubos [18], concluindo que o
ultrassom favorece o processo de regeneragdo muscular, o que confirma os resultados.

Mesmo sem evidéncias cientificas, e sugerindo ser pouco eficaz no tratamento de
lesdo muscular pelo presente estudo, a auto-hemoterapia vem sendo empregada em diversas
doencas infecciosas, especialmente na febre tiféide ¢ nas dermatoses. E também usada em
casos de asma, urticaria e estados anafilaticos [19].

A auto-hemoterapia combinada com o uso tépico de dgua e 6leo ozonizados no
tratamento de habronemose em eqiiino acelerou a formagdo de tecido de regeneracdo em
substituicdo a pele necrosada, com rapida redugdo da area afetada, regeneracdo tecidual e
cicatrizagdo de quase toda a superficie lesada, caracteristicas que apontam para a cura clinica
da lesdo [20].

A auto-hemoterapia também foi analisada no tratamento de resfriado agudo, e foi

concluido que comparado ao grupo placebo, ndo teve efeito benéfico [21].



O sangue autologo também foi utilizado na ozonioterapia médica, muitos pacientes
humanos, com comprometimento renal e poliartralgia apresentam melhora substancial do
quadro clinico da dor com a aplicag@o intramuscular [22].

Em seu estudo, Silva [10], verificou que a aplicagdo da auto-hemoterapia em ratos
Wistar produziu uma reacdo imunologica no organismo dos ratos, mostrando que com o uso
desta técnica ha um aumento na quantidade de células de defesa do sistema imune,
melhorando a cicatrizagdo, o que ndo foi constatado em nosso estudo, pois ndo houve
diferenca estatisticamente significativa com esta terapia, visto que o processo de regeneracio
muscular estd intimamente ligado as células do sistema imune.

Conclusao

Os resultados deste estudo indicaram que a auto-hemoterapia ndo apresentou
resultados satisfatorios no tratamento de lesdo muscular, ao contrario do ultrassom, que
diminuiu os marcadores de estresse oxidativo mostrando-se eficaz no tratamento de lesdo
muscular.

Ainda s3o necessarios muitos estudos a respeito da auto-hemoterapia, no entanto ¢
necessario alertar a populacdo sobre a fidedignidade de métodos ou técnicas que nao

apresentam comprovagdes cientificas.
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