AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA E MORFOMETRICA
DA MIOREGENERACAO EM LESAO EXPERIMENTAL DO MUSCULO
GASTROCNEMIO DE RATO TRATADO COM TERAPIA ULTRA-SONICA

1 Pledade, M. C.; 2 Ferreira, M.A.; 3 Galhardo, M. S.; 4 Wolff, R. B.; 5 Veras, M. M.; 6 Damaceno-Rodrigues, N. R.; 7 Caldini, E. G.; 8 Toledo, O. M. S.
1, 3, 4, 8 Morfologia, Escola Paulista de Medicina, UNIFESP, Sao Paulo, Brasil; 2, 5, 6, 7 Patologia, Faculdade de Medicina, USP, Sao Paulo, Brasil.

OBJETIVO MATERIAL E METODOS

O uso terapéutico do ultra-som pulsado (USp) é freqliente na reabilitacdo das lesbes musculo-esqueléticas. Seu efeito Trinta ratos Wistar (peso=400g) sofreram seccao transversal parcial do gastrocnémio. O grupo tratado recebeu
estimulante na deposicdo de colageno esta demonstrado em lesbes de ligamentos e tenddes, porem seu efeito na aplicactes diarias (5 min.) de USp (50%, 1MHz, (i)= 0,57W/cm?2), desde o 2° dia pos-lesdo. O grupo controle nao recebeu
reabilitacao muscular ainda possui controversas, principalmente nas lesées por laceracdo. Face ao impacto dessa lesao USp. A regiao de reparo foi analisada aos 4, 7 e 14 dias com HE, picrossirius-hematoxilina sob luz convencional-PSH e
em acidentes automobilisticos e domesticos, esta pesquisa avaliou a diferenciacao mioblastica e a formacao de tecido polarizacdo-PSP (estudo do colageno fibrilar) e imunohistoquimica para desmina (identificacdo de células da linhagem
conjuntivo em um modelo de lesdo muscular lacerativa. muscular). A area ocupada por miotubos e por fibras colagénicas foi obtida por métodos morfométricos.

RESULTADOS

ESTUDO HISTOLOGICO

ASPECTOS QUALITATIVOS DA ASPECTOS QUALITATIVOS DA
ESTRUTURA TECIDUAL REACAO IMUNOHISTOQUIMICA PARA DESMINA
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1. Reparo muscular: zona central (ZC), zona de regeneracdo (ZR) e zona preservada (ZP). 2. Intenso infiltrado inflamatorio, com fragmentos de células 17. Células musculares marcadas em marrom na ZP, leve marcacdo na ZR
musculares em degeneracao (), plasmaocitos (») e neutrofilos (=), mioblastos (=) e vasos (V). 3 e 4. Trama protéica formada por fibrina na ZC e feixes e menor marcacdo na ZC, onde a seta indica células fusiformes,
de miotubos (=) em meio ao infiltrado inflamatério na ZR. 5.Varios miotubos (=), célula muscular madura (%), infiltrado inflamatério (=). Notar as fibras unicelulares, desmina-positivas caracterizando-se como mioblastos (inset).
de colageno (vermelho intenso) paralelas aos miotubos. 6. Figuras de mitose (=») e fibra muscular preservada (). 18. Varios miotubos jovens fortemente marcados, células musculares
7. Tecido inflamatorio na ZC, miotubos pouco corados na ZR, estando alguns em fusdo com as celulas musculares remanescentes (=). 8. Miotubos maduras (%); notar paredes de vasos positivas para desmina (inset). 19.
espessos na ZR e uma faixa de tecido conjuntivo frouxo com alta concentracao celular semelhante ao desenvolvimento embrionario muscular (*). 9. Miotubos em varios graus de desenvolvimento (=) e células musculares
Tecido conjuntivo muito celularizado (%), com a seta mostrando um miotubo com o0s nucleos enfileirados (inset). 10. Mioblastos isolados e em fusao (=»). em processo de regeneracao ().

11. Varios miotubos na ZR, estando alguns em continuacao com células musculares regeneradas periféricas. 20. Miotubos cortados em varias direcdes sugerindo desorganizacao
12. Tecido conjuntivo muito celularizado na ZC com miotubos atravessando a lesao (=). 13. Fibras colagénicas em vermelho intenso e células tecidual; a seta indica a fusdo de um miotubo a uma célula muscular
musculares com citoplasma claro, formando um tecido desorganizado na ZC em contraste com a disposicao das células musculares periféricas. 14. sobrevivente (inset). 21. ZC menor em relagcdo a imagem anterior com
Grande quantidade de fibras colagénicas, poréem o tecido se mostra mais organizado em relacao a figura anterior. 15. Varios miotubos envolvidos por varios miotubos atravessando-a com aspecto mais organizado. O inset
matriz extracelular rica em fibras colagénicas finas (vermelho intenso). 16. Miotubos jovens na superficie da lesédo, ainda aos 14 dias. Pode-se ver no mostra miotubos jovens indicando diferenciacdo celular presente aos 14
inset sua disposicao nuclear caracteristica. dias de pos-lesao.

ANALISE MORFOMETRICA ABSTRACT

41,66
357 31,07 30,39 42 - HISTOLOGICAL EVALUATION OF THE REPAIRING PROCESS OF AN EXPERIMENTAL LACERATIVE INJURY OF
% THE GASTROCNEMIUS MUSCLE IN RATS, AFTER PULSED ULTRASOUND THERAPY

wE w® 401
%g %é 38 |V The effect of the pulsed ultrasound therapy (PUT) in stimulating collagen deposition was demonstrated in lesions of
o %é ligaments and tendons. However, it has also been employed during repair of muscular injuries. This study assesses the
43 Ccontroles os 36 1% 34,83 myoblastic differentiation and the connective tissue formation in a controlled prospective experimental model of lacerative
%z M ultra-som ’§>§ muscular lesion in male Wistar rats (= 400g) submitted to partial transversal section of the gastrocnemius muscle. One
E g "6 34 v group (n=15) received daily applications of PUT (50%, 1MHz, (i) = 0.57W/cm2) from the second post-operative day on
N y (TG); the control group (CG; n=15) did not receive ultrasound treatment. The muscle was analyzed 4, 7 and 14 days after
321 surgery trough H&E, immunohistochemical marking for desmin (identification of muscle cell lineage) and the Picrosirius-
30 - polarization method (fibrillar collagen study). Morphometrical analysis determined the percentage area occupied by
4 dias 7 dias 14 dias 14C 14US myotubes and of collagenous fibers. The lesions presented similar inflammatory responses in both treated and control

groups. The area density of fibrillar collagen was larger in the TG at 4days post-surgery (mean 17.53+6.2 X 6.79+1.3;
p=0.0491), 7 (31.07+7.45 X 12.57%£3.6; p=0.0021) and 14 days (30.39x7.3 X 19.13+3.51; p=0.0118); the area density of
~ myotubes was larger in the TG at 14 days after surgery (41.66£2.97 X 34.83+3.08; p=0.025). Our data suggest that the
CO N C L U SO ES therapy with pulsed ultrasound increases and/or accelerates the differentiation of cells of the muscular lineage, what would
favor tissue regeneration. On the other hand, it is also suggested that there is a larger deposition of collagenous fibers,
what could mean worse functional performance. However, the percentage of fibers seems to have stabilized at day 7 in TG
« Aaplicacao do USp nao comprometeu o processo natural de reparo do musculo estriado lacerado. and kept increasing in CG. Additional animals with a longer post-operative period will be analyzed in order to clarify this

« A deposicéo de fibras colagénicas foi estimulada pelo USp sem comprometer a regeneracao das células musculares, ISSUES.
a qual tambem foi estimulada pelo USp.
« A orientacdo das fibras colagénicas e das células musculares em regeneracao seguiu um padrao de distribuicdo mais

parecido ao tecido normal adulto nas lesées tratadas com USp. AGRADECIMENTOS COM SAUDADES

« Os metodos de identificacdo e morfometricos utilizados neste estudo permitiram a descricdo quantitativa do processo

de reparo muscular. AO PROF. DR. OSWALDO ALVES MORA PELA ORIENTACAO




