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Resumo

Introdugdo: Este estudo teve como objetivo comparar os efeitos
do ultrassom terapéutico e da auto-hemoterapia no tratamento
da lesao muscular. Material e métodos: Foram utilizados 24 ratos
Wistar, divididos aleatoriamente em quatro grupos: G1: Ratos sem
lesio muscular; G2: Ratos com lesio muscular sem tratamento; G3:
Ratos com lesao muscular e tratamento com ultrassom pulsado (0.8
W/cm?2); G4: Ratos com lesio muscular e tratamento com auto-
-hemoterapia. A lesao muscular foi induzida por um trauma tnico
no gastrocnémio. O tratamento foi realizado durante 7 dias e os
animais foram eutanasiados por decapitagao e o tecido muscular
ao redor da lesao foi removido cirurgicamente para a realizacdo das
andlises bioquimicas. Dentre os marcadores bioquimicos foram
analisados 4nion superéxido como marcador na produgio de espécies
reativas de oxigénio, e catalase como marcador de enzimas antio-
xidantes. Resultados: O grupo 2 apresentou diferenca significativa
em relacio ao grupo 1 tendo aumentado o estresse oxidativo, e o
grupo 3 apresentou diminui¢do do estresse oxidativo estatisticamente
significativa em relagio ao grupo 2, o grupo 4 nio apresentou dife-
renga significativa. Conclusio: Nota-se que a auto-hemoterapia nio
apresentou resultados satisfatérios no tratamento de lesio muscular,
ao contrdrio do ultrassom, que diminuiu os marcadores de estresse
oxidativo sendo eficaz no tratamento de lesio muscular.
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Abstract

Introduction: This study aimed to compare the effects of the-
rapeutic ultrasound and autohemotherapy to treat muscle injury.
Methods: Twenty four Wistar rats were randomly divided into four
groups: G1: Rats with no muscle injury; G2: Rats with muscle injury
without treatment; G3: Rats with muscle injury and treatment using
pulsed ultrasound (0.8 W/cm?); G4: Rats with muscle injury and
treatment using autohemotherapy. The muscle injury was induced
by a single trauma on the gastrocnemius. The treatment was carried
out during 7 days and the animals were euthanized by decapitation
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 of reactive oxygen species
production and catalase as antioxidant enzymes. Results: Group 2
showed significant difference compared to group 1 and increased
oxidative stress, and group 3 showed a reduction of statistically
significant oxidative stress compared to group 2, group 4 showed
no significant difference. Conclusion: Was observed that the muscle
injury treatment using autohemotherapy has no satisfactory results.
On the other hand, ultrasound therapy reduced the oxidative stress
markers and has proved effective in treating muscle injury.
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Introducao

A lesao muscular pode ocorrer de algumas maneiras,
como forgas diretas, incluindo laceracbes e contusées no
musculo, e forgas indiretas relacionadas a tensio exercida
sobre o musculo [1].

Além das causadas devido ao trabalho ou por fatores
caracteristicos, as lesbes musculares podem ocorrer em
esportistas profissionais ou atletas ocasionais, tanto por
esforco repetitivo, por exemplo, originando fadiga e con-
sequente lesdo, por pancada ou por alongamento excessivo
e incorreto [2].

Embora necessdrias para a defesa celular e demais fun-
¢oes, as ERO, quando produzidas em excesso, provocam
um desequilibrio entre a produgio e a capacidade de defesa
antioxidante, levando a uma condi¢io denominada estresse
oxidativo, agredindo os constituintes celulares como lipidios,
proteinas, carboidratos e 4cidos nucleicos [3].

Apbés a lesdo muscular, o estresse oxidativo pode ficar
aumentado devido a intimeros locais de geragio de ERO
dentro do musculo traumatizado. Pode-se incluir como fontes
primdrias de radicais livres, durante e apés o trauma, a mito-
condria, xantina oxidase (XO), metabolismo de prostanéides
e o sistema NADPH oxidase [4].

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

O sucesso da regeneracio, em todas as situagoes, envolve
revascularizaco, infiltragio celular, fagocitose do masculo
danificado por necrose, proliferacao, fusio das células precur-
soras do musculo e, finalmente, a reinervacio [6].

A agao dos macréfagos estimula a revascularizagio, o que
intensifica a repara¢do do tecido lesado [6].

O ultrassom tem sido utilizado hd algumas décadas para o
reestabelecimento das fungées e promogao da cicatrizagio de
tecidos moles danificados. Observacées clinicas determinam
o uso do ultrassom em diversas situacoes, incluindo a dor, in-
flamacio da bursa e traumatismo do musculo esquelético [7].

A acio terapéutica do ultrassom pode produzir efeitos de
cicatrizagdo em biomarcadores de regeneragdo muscular, prin-
cipalmente lesbes por contusdes, além de produzir mudangas
na permeabilidade da membrana e estimular o transporte
de substAncias de mensageiros secunddrios, como célcio [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 entao vem

sendo utilizada no tratamento de diversas patologias, tanto
no homem quanto em animais [9].

A auto-hemoterapia é um procedimento antigo que se
baseia no empirismo. O tratamento consiste em aplicacoes
do sangue autdlogo, por via intramuscular, que tem como
objetivo estimular o sistema imunolégico [10].

Esta terapia complementar ¢ de baixo custo, e consiste
em coletar certo volume de sangue de uma veia periférica do
préprio paciente, comumente da prega do cotovelo e aplics-
-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 crénicas,
promova a reativagio organica [12].

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

Material e métodos

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 alimentacio. Os ratos foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo 1 - Ratos
sem lesao muscular (Controle); Grupo 2 - Ratos com lesio
muscular no gastrocnémio sem tratamento (Sham); Grupo
3 - Ratos com lesio muscular no gastrocnémio e tratamento
com ultrassom pulsado (0,8 W/cm?); Grupo 4 - Ratos com
lesdo muscular no gastrocnémio e tratamento com auto-he-
moterapia. Foram utilizados Ratos Wistar, machos, sauddveis,
pesando entre 200-250 g, com 8 semanas de idade.

A pesquisa poderia ser encerrada por motivos eventuais
que comprometessem os objetivos previstos nesse estudo
como, por exemplo, surgir alguma doencga que afetasse o esta-
do de satde dos animais ou morte da maioria dos animais que
estivessem sendo submetidos ao tratamento com ultrassom
terapéutico ou auto-hemoterapia.

O projeto foi submetido a0 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 injegao intraperitonial de cetamina (80 mg/kg) e xi-
lazina (20 mg/kg). Posteriormente, foi realizada a lesdo no
gastrocnémio por um Gnico impacto por trauma direto de
uma prensa desenvolvida pelo Centro Industrial de Equipa-
mentos de Ensino e Pesquisa (CIDEP/RS, Brasil). A lesao
foi produzida por deslocamento de uma massa metdlica
de 0,459 kg, a uma altura de 18 cm. O impacto produziu
uma energia cinética de 0.811 ], conforme especificagdes
do equipamento. O grupo controle sem lesao muscular foi
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anestesiado para assegurar a padronizacio, porém nio foram
expostos ao equipamento de trauma muscular.

O tratamento foi feito com ultrassom pulsado (Imbramed,
Brazil) com 6 minutos de duragio, frequéncia de 1.0 MHz
e intensidade de 0,8 W/cm?, foi aplicado 2 h apés a lesao e
a cada 24 h durante 7 dias ap6s o trauma. O movimento do
cabegote foi circular [14]. ApSs 1 hora da tltima aplicagio os
animais foram eutanasiados por decapitacio e o tecido muscu-
lar ao redor da lesdo foi removido cirurgicamente [15]. Apds
esses procedimentos foram realizadas as andlises bioquimicas.

Para a realizagio da auto-hemoterapia, foi utilizado no
procedimento 100ul de sangue. O sangue foi puncionado da
calda do animal utilizando seringa de insulina, e imediata-
mente injetado préximo  lesdo muscular, esse procedimento
foi realizado 2h apés a lesdo [10]. No 7° dia os animais foram
eutanasiados por decapitagio e o tecido muscular ao redor da
lesdo foi removido cirurgicamente [15]. Ap6s esses procedi-
mentos foram realizadas as andlises bioquimicas.

Dentre os marcadores bioquimicos para a comparagio dos
grupos, foram utilizados 4nion superdxido que é uma espécie
reativa de oxigénio e catalase que é uma enzima antioxidante.

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

Resultados
O Grifico I apresenta os valores dos niveis de anion su-
perdxido apds os tratamentos com ultrassom pulsado, auto-

-hemoterapia, grupo sham e controle.

Griéfico I - Niveis de Anion Superdxido pds-testes (n=24).
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Houve diferenca estatisticamente significativa no grupo
Sham com o aumento do 4nion superéxido em relagdo ao
grupo controle, e no grupo de tratamento com ultrassom
pulsado, no qual diminuiu o anion superéxido comparado
com o grupo Sham (p < 0,05).

O Grifico II apresenta os valores dos niveis de Catalase
ap6s os mesmos procedimentos.

Grifico II - Niveis de Catalase pds-testes (n =24).
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Apresentou novamente diferenca estatisticamente signifi-
cativa no grupo Sham com o aumento da catalase em relagio
ao grupo controle e no grupo de tratamento com ultrassom
pulsado, no qual diminuiu a catalase comparado com o grupo
Sham (p < 0,05).

Discussao

Este estudo teve como objetivo comparar o ultrassom com
a auto-hemoterapia no tratamento da lesio muscular, tendo
como pardmetros para avaliacio a espécie reativa de oxigénio
Anion Superéxido e a enzima antioxidante Catalase.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significa-
tivas no grupo de animais tratados com ultrassom pulsado,
sugerindo que esta terapia diminui o estresse oxidativo acele-
rando o processo de cicatrizagio muscular. J4 a auto-hemote-
rapia nio apresentou diferenca significativa, demonstrando-se
ineficaz para tratamento de lesio muscular.

Conforme os resultados, muitos estudos confirmam um
aumento nos marcadores de Espécies Reativas de Oxigénio e
Enzimas Antioxidantes, como Anion Superdxido e Catalase
respectivamente, em sangue e tecidos de humanos e animais,
durante e ap6s a lesdo muscular [16].

Estudos sugerem que o uso do ultrassom reduz a in-
flamagio induzindo a liberagio de histamina, o que causa
vasodilatagio local aumentando a permeabilidade vascular e
consequente melhora da cicatrizagao tecidual, corroborando
nossos achados [17].

Em seu estudo, Gouvéa [7] lacerou o tibial anterior de
ratos e realizou andlises histolgicas do musculo, comparan-
do o grupo controle com o grupo tratado com ultrassom,
concluiu que a reagao inflamatdria foi acelerada pelo uso do
ultrassom, o que possibilitou uma remogio mais eficiente
de fibras necréticas no musculo tratado acelerando o reparo
tecidual. Acreditamos que essa reagdo inflamatéria também
tenha sido acelerada na aplicagio do ultrassom no estudo.

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

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

A auto-hemoterapia combinada com o uso tépico de dgua
e 6leo ozonizados no tratamento de habronemose em equino
acelerou a formacio de tecido de regeneragio em substituigio
a pele necrosada, com rdpida reducio da drea afetada, regene-
racdo tecidual e cicatrizagio de quase toda a superficie lesada,
caracteristicas que apontam para a cura clinica da lesao [20].

A auto-hemoterapia também foi analisada no tratamento
de resfriado agudo, e foi concluido que comparado ao grupo
placebo nio teve efeito benéfico [21].

O sangue autdlogo também foi utilizado na ozonioterapia
médica, muitos pacientes humanos, com comprometimen-
to renal e poliartralgia apresentam melhora substancial do
quadro clinico da dor com a aplicagdo intramuscular [22].

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

Conclusao

Ao analisar marcadores de estresse oxidativo, especifica-
mente 4nion superéxio e catalase, observou-se menor influ-
éncia da auto-hemoterapia no tratamento de lesio muscular
comparado ao ultrassom, que demonstrou maior capacidade
de reduzir este estresse, sugerindo ser mais eficiente para o
tratamento deste tipo de lesao muscular. Ainda sio necessdrios
muitos estudos a respeito da auto-hemoterapia, no entanto é
necessdrio alertar a populacio sobre a fidedignidade de méto-
dos ou técnicas que nio apresentam comprovagoes cientificas.
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