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Resumo

Introdugdo. O infarto agudo do miocardio (IAM) é considerado importante
causa de morbidade e mortalidade no mundo e no Brasil. Novas intervencdes
terapéuticas estdo sendo testadas isoladas ou em associagdo com as ja
existentes com o intuito de impedir a progressado ou atenuar o remodelamento
no coragao infartado. Dentre elas destaca-se a aplicagdo do Ultra-som (US)
conjunto com agentes tromboliticos. Entretanto, na aplicagdo da energia
ultrassbnica como terapéutica pds-infarto € avaliado somente o seu possivel
efeito como agente trombolitico, ndo sendo investigado a sua possivel
implicagcdo no processo de cicatrizacdo da area infartada e parametros
funcionais cardiacos. Objetivos. Diante dessas informacgdes, nds objetivamos
avaliar os efeitos da terapia ultrassénica transtoracica nao-invasiva de baixa
intensidade (NITUS) sobre a morfologia e fungdo do musculo cardiaco de ratos
infartados cirurgicamente apods o 5° e 30° dia. Metodologia. Ratos machos
Wistar (200-250g) foram pesados e divididos aleatoriamente em oito grupos
com oito animais em cada grupo. Quatro grupos de animais foram submetidos
a inducdo do IAM através da oclusdo permanente da artéria coronaria
descendente anterior esquerda, sendo que dois destes grupos foram
sacrificados no 5° dia apds o IAM e as cinco aplicagbes da terapia ultrassénica
e os outros dois grupos foram sacrificados no 30° dia ap6és o IAM e as 5
aplicagdes da terapia ultrassénica. Quatro grupos de animais foram submetidos
a cirurgia ficticia (Sham), sendo que dois destes grupos foram sacrificados no
5° dia apos a cirurgia ficticia e as 5 aplicagdes da terapia ultrassénica e os
outros dois grupos foram sacrificados no 30° dia apds a cirurgia ficticia e as 5
aplicagbes da terapia ultrassénica. Os parametros da terapia ultrassénica foram
freqiiéncia de 1MHz, poténcia de 1W/cm?, modo pulsado e tempo de aplicacéo
de 5 minutos. Para avaliagdo dos parédmetros funcionais foi realizado registros
hemodinamicos de todos os grupos e apos a coleta dos registros os coragdes
foram retirados para analise morfométrica a fim de avaliar a area da cicatriz do
infarto. Os corag¢des foram cortados em 4 fatias sendo retirados 3 cortes com
espessura de 8 micrbmetros da terceira fatia do apice para a base, e estes
foram corados com picrosirius. Foi utilizada uma camera de video para

capturar uma area que contivesse todo o corte. A imagem era capturada com a



utilizagado do programa AMCap e ap0s a captura, esta era arquivada. A imagem
arquivada era transferida para o programa Imaged 1.42g/java no qual era
marcada a area da cicatriz. De modo semelhante, era marcada toda a area da
parede ventricular, para se obter a relagdo entre a area da cicatriz e a area total
da parede ventricular. Resultados. No que concerne aos parametros
hemodinadmicos, observamos que 30 dias apos o IAM houve redugdo na
pressdo diastolica final (PDF) (mmHg) do grupo IAM+US quando comparado
com grupo IAM (15£1.9 e 26%1.4; p<0.01 respectivamente). Nao houve
diferenga significativa na area da cicatriz do infarto entre os grupos IAM e
IAM+US no 5°. dia apds infarto (31.6%+3.1% e 34.5%%1.6, respectivamente).
Houve reducdo da area da cicatriz do infarto no grupo IAM+US quando
comparado ao grupo IAM (21.5%t1.4% e 26.2%%1.7%; p<0.05,
respectivamente) no 30° dia apds IAM. Conclusao. A terapia com US dentro
dos paréametros estabelecidos, reduziu a area da cicatriz do infarto no grupo
IAM+US (30 dias) bem como manteve a PDF dentro de valores fisioldgicos,
provavelmente por exercer influéncia nas fases inflamatéria, proliferativa e de
remodelamento, o que favorece um aumento na velocidade da resposta
inflamatoria por meio da mobilizagdo de células inflamatérias como neutrofilos,
macrofagos, ao mesmo tempo em que estimulou a degranulagdo dos

mastocitos, bem como interferiu na mobilizagao leucocitaria.

Palavras-chaves: Ultra-som, Infarto do Miocardio, Remodelamento



Abstract

Background. The acute myocardial infarction is important cause of the
mortality and morbidity in the world and Brazil. New therapeutic interventions
are being tested isolated or in association with the already existing with the goal
of preventing the progression or attenuate the remodeling in the heart infarcted.
Among which-if the application of ultrasound (US) together with thrombolytic
agents. However, in application of the energy ultrasonics as therapeutics post-
infarction is evaluated only its possible effect as the agent thrombolytic, not
being investigated to its possible involvement in the process of cicatrization of
the area infarctada cardiac and functional parameters. Aims. In the face of such
information, we aimed evaluate the effects of therapy ultrasonics transthoracic
non-invasive of low intensity (NITUS) on the morphology and function of cardiac
muscle of rats infarcted myocardial surgically after the 5th and 30th day.
Methods. Male Wistar rats (200-250g) were weighed and randomly divided
into eight groups with eight animals in each group. Four groups of animals were
submitted to the induction of myocardium infarction through the occlusion
permanent of the coronary artery descending left anterior, being two of these
groups were sacrificed on the 5th day after the infarction and the five
applications of therapy ultrasonics and the other two groups were sacrificed on
the 30th day after the infarction and 5 applications of therapy ultrasonics. Four
groups of animals were submitted to false-surgery (Sham), and two of these
groups were sacrificed on the 5th day after false-surgery and the 5 applications
of therapy ultrasonics and the other two groups were sacrificed on the 30th day
after false-surgery and the 5 applications of therapy ultrasonics. The
parameters of therapy ultrasonics were frequency of 1MHz, power 1W/cm?,
pulsed and time of application of 5 minutes. For the assessment of functional
parameters was performed hemodynamic measurements of all the groups and
after measurements the hearts were removed for morphometric analysis in
order to assess the area of the scar of infarction. Hearts were cut in 4 slices
being removed 3 cuts with a thickness of 8 micrometers of the third slice apical
to base, and these were stained with picrosirius. Was used a video camera to
catch an area which contained all the cuts. The image was caught with the use

of the program AMCap and after the catch, this was filed. The stored image was
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transferred to the program Imaged 1.42q /java which was marked the area of
the scar. Similarly, was marked throughout the area of ventricular wall, in order
to obtain the relationship between the area of the scar and the total area of
ventricular wall. Results. As regards the hemodynamic parameters, we
observed that 30 days after the infarction there was a reduction in end diastolic
pressure (PDE) (mmHg) of the group infarction + US when compared with
group infarction (15£1.9 and 26%1.4, p<0.01, respectively). No significant
difference in the area of the scar infarction between groups infarction and
infarction+US in 5. day after acute myocardial infarction (31.6%%3.1 % and
34.5%=1.6, respectively). There was reduction in the area of the scar infarction
in the group infarction+US when compared to group infarction (21.5%+1.4%
and 26.2%11.7%; p<0.05, respectively) on the 30th day after acute myocardial
infarction. Conclusions. The therapy with US inside the established
parameters, reduced the area of the scar of the infarction the group infarction+
US in the 30th days as well as it maintained the PDE inside physiologic values,
probably because of influence in the phases inflammatory, proliferativa and of
remodeling, which favors an increase in the speed of the inflammatory answer
through the mobilization of inflammatory cells like neutrophils, macrophage, at
the same time in which it stimulated to the degranulagdo of the mastocitos,

which interfered in the mobilization of the leucocytos.

Key words: Ultrasound, Myocardial infarction, Remodelling
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1. INTRODUGAO

O infarto agudo do miocardio (IAM) é considerado importante causa de
morbidade e mortalidade no mundo (Srinivas et al., 2009) e no Brasil
(DATASUS, 2005). Frequentemente esta associado a fatores como hipertenséo
arterial, tabagismo, dislipidemia, diabetes, obesidade abdominal e etilismo que
se correlacionam para o seu desenvolvimento (Lanas et al., 2007; Anand et al.,
2008).

Apos o IAM, é instalado um processo denominado remodelamento
ventricular, que pode acometer tanto miocardio infartado quanto miocardio
sadio também denominado “viavel” (Yarbrough et al.,2003; Mill et al., 1990).

O remodelamento ventricular € mediado por mudangas estruturais
progressivas nos miécitos e na matriz extracelular, levando a um quadro de
dilatagdo ventricular progressiva, hipertrofia de midcitos, com consequente
alteracdo na forma do coracgéo (de eliptico para esférico) (Zornoff e Spadaro,
1997) e expansao do infarto bem como prejuizo na fungao contratil (Sutton et
al., 2003; Zornoff et al., 1997; Pfeffer et al., 1990).

O inicio do processo de remodelamento € demarcado pelo surgimento
de um quadro inflamatorio na regido infartada, caracterizado pelo infiltrado de
células inflamatdrias e ativagdo de enzimas latentes do miocardio (Yang et al.,
2002).

Inicialmente ocorre a ativagdo de endoproteinases presentes no
miocardio, as metaloproteinases (MMPs), que degradam a matriz extracelular e
a vasculatura coronariana, resultando em um adelgagcamento e dilatagéo
ventricular, o que leva a um aumento do estresse na parede ventricular durante
a sistole e diastole (Pfeffer e Braunwald, 1990). O aumento do estresse na
parede ventricular € um potente estimulo para a hipertrofia mediada por
mecanoreceptores, com sinalizagdo local e sistémica, via Angiotensina I
(Angll) (Martin et al., 2000). A atividade proteolitica das MMPs declina no final
da primeira semana, que coincide com o aumento da expressao dos inibidores
teciduais das MMPs (TIMPs) (Sun, 2009; Pfeffer, 1995).

O numero de neutrofilos aumenta significativamente na borda do infarto
e no miocardio infartado nos quatro primeiros dias e a partir da segunda

semana o seu numero declina (Yang et al., 2002). Os macréfagos por sua vez,
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chegam ao local no segundo dia e sua infiltracdo tende a diminuir depois de
quatro dias, permanecendo elevada até o décimo quarto dia. A infiltracdo
linfocitaria tem o seu pico apds uma semana e entéo, reduz gradualmente até o
vigésimo primeiro dia apds a oclusédo. A infiltragdo destas células inflamatérias
para dentro da area infartada é facilitada pela atividade das MMPs (Yang et al.,
2002; Frangogiannis et al., 2002).

O componente fibrogénico por sua vez, que ira substituir o tecido
perdido, comega a ser formado a partir do terceiro dia. As células responsaveis
pela formagao do tecido fibrético no local do infarto, consiste principalmente de
fibroblastos fenotipicamente transformados, ou seja, os miofibroblastos, que
sdo encontrados no local do infarto logo apdés a chegada das células
inflamatdrias. Existem fatores que facilitam a diferenciacdo de alguns tipos
celulares como os fibroblastos intersticiais, mondcitos circulantes e fibrécitos,
em miofibroblastos na regido infartada. Evidéncias suportam o papel
preponderante desempenhado pelo Fator de Crescimento Transformante
(TGF-B 1) produzido pelos macréfagos neste processo de diferenciacéo. Estas
células rapidamente se proliferam formando a cicatriz via expressdo de
colageno fibrilar tipo | e tipo Ill. Os miofibroblastos apresentam microfilamentos
de musculo liso o que permite que estas células se contraiam e desse modo
favorega a contracao da cicatriz (Sun, 2009; Sun, 2000).

Os fibroblastos intersticiais, por sua vez, sdo responsaveis pela fibrose
intersticial e perivascular na area remota do infarto nos estagios mais tardios,
nao havendo evidéncias da participacdo dos miofibroblastos neste processo.
Fibras colagenas sdo morfologicamente evidentes na primeira semana pos-
infarto ao passo que o tecido cicatricial organizado € evidente na segunda
semana (Sun, 2009; Frantz et al.,2009).

Multiplos fatores podem interferir no remodelamento ventricular nos
diferentes estagios pods-infarto, seja reduzindo a sua extensdo ou
potencializando, uma vez que € um processo dinamico e que envolve todos os
trés componentes do miocardio: midcitos, matriz extracelular e microcirculagao
(Sutton et al., 2003; Sutton e Sharpe, 2000; Olivetti et al., 1991).

Varias evidéncias experimentais demonstram que o estresse oxidativo
desempenha um papel relevante durante o remodelamento que ocorre quando

a producgao de espécies reativas de oxigénio (ERO) é aumentada ou quando os
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agentes antioxidantes tém sua agao suprimida (Sun, 2007). Apés o infarto,
tanto a regido infartada quanto a n&o infartada desenvolve estresse oxidativo,
uma vez que uma das enzimas (NADPH oxidase) responsaveis pela formacao
das ERO tem sua expressdao aumentada, ja que células da resposta
inflamatdria que expressam essa enzima, como os neutréfilos e macréfagos,
encontram-se em numeros elevados no miocardio infartado (Horj e Nishida,
2009). Alguns estudos apontam para o prejuizo na capacidade antioxidante,
como por exemplo a reducéo na superoéxido dismutase e catalase, como sendo
o responsavel pelo estresse oxidativo no miocardio infartado e nas areas
viaveis (Lu L et al., 2004).

Os efeitos do estresse oxidativo sobre o processo de remodelamento
sdo varios, podendo ser destacado a ativagdo de um fator de transcrigao, fator
Kappa pelas EROS, que estimula a resposta inflamatdria, potencializando a
infiltracdo leucocitaria, por meio do aumento da expressdo de moléculas de
adesdo vascular e intersticial no miocardio infartado e aumento na expressao
de citocinas como o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF- alfa), no local do
infarto ou areas remotas (Sun, 2009; Sun et al., 2004). O estresse oxidativo
também estimula a apoptose de cardiomiécitos, hipertrofia miocardica,
aumento na expressao do TGF-B (mediador da fibrogénese) e aumento na
atividade das MMPs (Zhao et al., 2009; Lu L et al., 2004; Nichols, 2004).

A Ang Il é um outro fator que pode interferir nos estagios do
remodelamento. Estudo mostra que no local do infarto ha um aumento na
concentragado da Ang Il e que macréfagos e miofibroblastos da regido infartada
expressam renina além de receptores AT4 e enzima conversora de
angiotensinogénio (ECA) (Mill et al., 1997). Sabe-se que a Ang Il derivada dos
macrofagos, estimula a expressdo da NADPH oxidase, e esta por sua vez
estimula a produgdo de ERO, o que contribui para iniciar a resposta
inflamatoria. Estudos demonstram também que a Ang Il estimula a expresséo
do TGF-B 1 na regido infartada, logo, favorece o desenvolvimento da fibrose
cardiaca (Sun 2009; Sun et al., 2006; Sun et al., 1996), além da hipertrofia dos
cardiomidcitos (Martin et al., 2000).

Respostas adaptativas sdo evocadas para manter a homeostasia
cardiovascular dentro de limites de normalidade apesar da perda de massa

contratil. Dentre estas respostas destaca-se a elevagao do ténus simpatico na
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fase aguda do evento, visando manter os parametros hemodinamicos (Mill et
al., 2001). Contudo, a persisténcia dessa ativagdo, pode acarretar prejuizos,
uma vez que elevacdo da descarga simpatica aumenta a frequéncia cardiaca
(FC) e o consumo de oxigénio pelo miocardio podendo deprimir as reservas de
substratos de alta energia e dificultar a perfusdo do subendocardio e diminuir o
limiar de fibrilagéo, facilitando assim o aparecimento de taquiarritmias (Zornoff
et al., 2002).

Todas as alteragdes que ocorrem durante o remodelamento, sejam
metabdlicas, estruturais e moleculares, corroboram para um quadro de
disfungdo hemodinamica, a qual esta correlacionada a mortalidade. Observa-se
aumento na pressao diastdlica final a qual esta implicada a extensao do infarto.
O débito cardiaco por sua vez, tende a reduzir, juntamente a perda da fungéo
contratii do ventriculo esquerdo. Evidencia-se, portanto, que todas as
modificagdes na fungdo ventricular esquerda conduzem a um aumento na
complacéncia pulmonar com um comprometimento na fungéo ventricular direita
(Zimmer et al., 1990) e associagdo com um aumento da pressdo de
enchimento do ventriculo esquerdo levando a hipertrofia do ventriculo direito
(Pfeffer et al., 1985).

Clinicamente, o remodelamento ventricular pode potencializar o
desenvolvimento de arritmias ventriculares e insuficiéncia cardiaca (Hudson et
al., 2006). Quanto maior a extensdo do remodelamento ventricular maior € o
risco para fatalidades cardiovasculares, principalmente por arritmias,
insuficiéncia cardiaca congestiva e ruptura miocardica (Sutton et al., 2003;
Creemers et al., 2001).

Nos ultimos anos, uma gama de agentes terapéuticos tem sido
desenvolvidos com o intuito de impedir a progressdo ou atenuar o
remodelamento no coragcdo infartado. Uma das principais terapias é a de
utilizagcado de agentes tromboliticos e intervencdo mecanica para a recuperagéo
rapida e precoce do fluxo na artéria acometida. Agentes farmacoldgicos com
agao no sistema-renina-angiotensina (Pfeffer et al., 2003), os bloqueadores do
receptores beta-adrenérgicos e nitroglicerina sdo também utilizados (Fonarow
et al., 2007).

Novas intervengdes terapéuticas estdo sendo testadas isoladas ou em

associagao com as ja existentes. Dentre elas destaca-se a aplicagdo de ondas
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ultrassdnicas em conjunto com agentes tromboliticos. Resultados promissores
foram obtidos a partir desta associagdo. Cohen et al., (2003), demonstrou que
o ultra-som (US) potencializa a terapia trombolitica. Estudos in vitro,
demonstram que o US acelera a penetragdo de fluidos através da rede de
fibrina de um trombo, por induzir uma alteragao estrutural na rede de fibrina.
Este efeito, portanto, aumenta a penetragdo do agente trombolitico para dentro
do trombo, potencializando assim a dissolu¢do do mesmo, conduzindo desse
modo a uma melhora na perfusao tecidual (Kornowski et al., 1994).

Entretanto, na aplicagdo da energia ultrassénica como terapéutica pos-
infarto é avaliado somente o seu possivel efeito como agente trombolitico, n&o
sendo investigado a sua possivel implicagdo no processo de cicatrizagdo da
area infartada e parametros funcionais cardiacos, ja que o US é um recurso
amplamente utilizado nos processos cicatriciais cutdneo e musculo-esquelético
(Watson, 2009).

O equipamento de ultra-som consiste de um gerador de corrente elétrica
de alta freqléncia, conectado a uma ceramica piezoelétrica sintética, que se
deforma na presenga de um campo elétrico. O ultra-som é uma onda mecanica
longitudinal, ndo audivel, com frequéncia acima de 20 KHz, sendo a energia
transmitida pelas vibragbes das moléculas do meio pelo qual a onda esta se
propagando. O meio irradiado oscila ritmicamente com a frequéncia do gerador
ultra-sénico ao comprimir e expandir a matéria. Ha, portanto, conversdo de
energia elétrica em energia mecanica (Speed, 2001; Guirro et al., 1995).

A velocidade da onda ultrassdnica é inversamente proporcional a
compressibilidade de seu meio de propagacgdo, ou seja, em um meio mais
compressivel a transmissao é mais lenta. Por outro lado, liquidos e sdlidos sé&o
menos compressiveis, logo apresentam velocidade de propagagdo maior
(Baker et al., 2005; Guirro et al., 1995).

As ondas ultra-sbnicas que atingem determinada regido dependem de
uma série de fatores, os quais devem ser considerados: intensidade,
frequéncia, regime de pulso, tempo de aplicagcdo e agente de acoplamento
(Feril e Kondo, 2004)

A intensidade é definida como a quantidade de energia que passa pela
unidade de area na unidade de tempo, sendo wat/ cm?. Sabe-se que a energia

ultra-sbnica sofre atenuacdo a medida que o feixe sonoro se propaga,
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decorrente da divergéncia do feixe, bem como da sua absor¢ao (Nesser et al.,
2002). Estudos demonstram que a absorgéo ultra-sénica ocorre primariamente
nas proteinas teciduais (Watson, 2009).

Os valores de intensidade que pode ser empregada sao variados, por
exemplo intensidades abaixo de 1 W/cm? promovem um efeito significativo na
regeneracao de tecidos lesionados, seja estimulando a angiogénese ou a
sintese de colageno. Valores de intensidade de 0,5 W/cm? sao utilizados para
que sejam atingidas as maiores velocidades de cicatrizagdao em tecidos como
pele, tenddes e ossos (Ferreira et al., 2008; Mendonga et al., 2006).

A frequéncia também determina a profundidade que o feixe pode atingir,
uma vez que o coeficiente de atenuagdo geralmente aumenta com a
frequéncia. Portanto, quanto mais alta a frequéncia maior é a atenuagao do
feixe quando este passa pelos tecidos. Logo, a baixa freqliéncia é mais efetiva
para estruturas localizadas mais profundamente, enquanto que frequéncias
maiores sao preferencialmente utilizadas para o tratamento de tecidos
superficiais. Faz-se saber, que a profundidade de penetragédo da energia ultra-
sbnica nos tecidos biolégicos varia de modo inverso a sua frequéncia. A
absorcdo do feixe sonoro pelos tecidos é dependente da quantidade de
proteina apresentada pelo tecido, ou seja, tecidos ricos em gordura
apresentam baixa absor¢ado do feixe sonoro ao passo que tecidos ricos em
proteina apresentam maior absorgao. (Guirro et al., 1995).

As ondas ultra-sbnicas podem se aplicadas por dois métodos
conhecidos como continuo e pulsado, sendo que a diferenca entre os modos
esta na interrupgdo da propagacdo das ondas. No continuo, a voltagem do
transdutor do US deve ser aplicada continuamente, durante o periodo de
aplicacao. No pulsado, a voltagem ¢é aplicada em rajadas (Baker et al., 2001).

Concernente ao tempo de aplicacdo é conhecida a existéncia de uma
intima relagdo entre o tempo de aplicacédo e a intensidade do feixe sonoro, os
quais sao inversamente proporcionais. Os trabalhos cientificos evidenciam que
nao ha um consenso literario quanto ao melhor intervalo de tempo para
alcangar os efeitos terapéuticos. Os estudos demonstram efeitos com variados
tempo de aplicagao desde 4 minutos, 10, 15 e 30 minutos (Speed, 2001).

A fim de igualar as impedancias acusticas de dois meios, utiliza-se um

meio de acoplamento entre o transdutor do aparelho e a pele, uma vez que as
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ondas nao se propagam no ar. O material com maior eficiéncia é o gel
hidrossoluvel, porém outras substancias podem ser utilizadas como agua
gaseificada e glicerina (Young e Dyson, 1990).

O efeitos terapéuticos do US podem ser atribuidos aos efeitos térmicos e
ndo térmicos como a cavitacdo, pressdo acustica e o microfluxo acustico. E
conhecido que ambos os efeitos n&o sdo separados, ou seja, mesmo que
prevaleca o efeito ndo térmico quando € aplicado no modo pulsado, ha também
um efeito térmico caracteristico do modo continuo, porém, de menor magnitude
(Baker et al., 2001).

Ao efeito térmico do US é atribuido o aumento no metabolismo celular e
fluxo sanguineo, estimulo a angiogénese, analgesia e aumento na
extensibilidade de estruturas colagenas como tendao, ligamento e capsula
articular (Kitchen e Partridge, 1990).

A cavitagdo, um dos efeitos ndo térmicos, € a formagéo de cavidades ou
bolhas no meio liquido contendo quantidades variaveis de gas ou vapor. Pode
ser estavel ou instavel. A cavitagdo instavel ocorre quando ha uma violenta
implosao de bolhas em detrimento de mudancgas na pressao e temperatura no
local o que pode induzir a formacgéo de radicais livres e lesdo tecidual. Para
minimizar a formacdo de cavitagdo o transdutor deve ser movido
constantemente. Ja a cavitagao estavel esta associada com a vibracdo dos
gases que oscilam dentro de um mesmo equilibrio segundo as variagdes de
pressao no campo. A alteracdo da permeabilidade celular € atribuida ao efeito
cavitacional (Feril e Kondor, 2004; Baker et al., 2001).

A pressédo acustica consiste em uma pressao de radiagdo na membrana
celular que pode contribuir para difusdo de eletrélitos através da mesma. Essa
pressdo pode alterar a permeabilidade da membrana celular, alterar o fluxo
sanguineo e aumentar o metabolismo celular.

O microfluxo acustico por sua vez € resultado da pressdo de radiagao
exercida pela onda ultrassbnica quando se desloca através de um meio
compressivel como os tecidos bioldgicos. E apregoado que alteracdo da
permeabilidade também pode ter como causa o microfluxo por mecanismos
ainda n&o totalmente esclarecidos (Jonhs, 2002).

O US tem um largo campo de aplicagdo clinico, seja em desordens

musculo-esqueléticas como cicatrizagdo de lesdao muscular, cutanea e dssea,
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espasmos musculares, analgesia ou como coadjuvante na penetracdo de
substancias através da pele, técnica denominada de  mesoterapia ou
fonoforese que tem grande utilizacdo dentro do campo de alteragbes
dermatoldgicas como a lipodistrofia gindide (Matheus et al., 2007; Mendonga et
al., 2006; Cunha et al., 2001).

ApOs uma lesao seja muscular, cutdnea ou 0ssea € necessario ocorrer
um processo de reparagdo tecidual, ou seja, cicatrizagdo, que tem por
finalidade restaurar a integridade anatémica e funcional do tecido. Muitos
eventos bioquimicos e celulares, dos quais depende a qualidade da cicatriz
formada, estdo envolvidos neste processo. O processo de reparagao tecidual
pode ser dividido, de modo geral em trés fases, de limites ndo muito distintos,
mas sobrepostas no tempo: inflamagao, formagao do tecido de granulagdo com
deposi¢cao de matriz extracelular (proliferagdo) e remodelagdo (Mendonga et
al., 2006).

No que se refere ao processo de reparacdo tecidual, estudos
demonstram que o US de baixa intensidade e modo pulsado pode exercer
influéncia em todas as trés fases. Seja estimulando a mobilizagado de células
como neutrofilos e macréfagos ou estimulando a degranulagdo de mastocitos
(Watson, 2008).

Todavia, € crescente também as pesquisas com relagdo ao uso do US
em algumas alteragdes do sistema cardiovascular, ja que este sistema tem a
peculiaridade de interagir com esse tipo de energia, pois apresenta particulas
em movimento e vasomotricidade baseada em um controle neuro-humoral o
que modifica a dissipagéo e absorgao do feixe sonoro (Kornowski et al., 1994).

lida et al., (2006) verificou o efeito vasodilatador do US de baixa
freqiiéncia (20KHz) e baixa poténcia (1,4 W/cm?) modo pulsado, aplicado
sobre artéria braquial em diferentes intervalos de tempo, sendo 1, 2, 3 e 5
minutos. Os autores creditam as vibragdes locais desenvolvidas pelas ondas
ultra-sénicas o efeito vasodilatador, ou seja, o0 US promoveu um shear stress
na parede vascular e que consequentemente houve aumento na producao local
do NO.

Corroborando com esses dados, Myamoto et al., (2003), demonstrou
que o US de 27KHz e 1,4W/cm? modo pulsado aplicado por 1, 2, 3, 4 e 5

minutos exerceu um efeito vasodilator na artéria coronariana de caes. Também
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€ creditado ao shear stress desenvolvido pela irradiagdo o mecanismo
vasodilatador.

Em um outro estudo, Siegel et al., (2004), demonstrou que o US de
27KHz e 1,4W/cm? modo pulsado, aplicado por 30 minutos e 60 minutos
melhorou e perfusdo tecidual do miocardio de caes e porcos, apdés 60 minutos
de oclusao da artéria coronaria descendente anterior esquerda.

Além desses efeitos no tonus vascular e de atuar como agente
trombolitico, que melhora a perfusédo do local isquémico, tem sido investigado
seus efeitos sobre a performance cardiaca. Como foi demonstrado por um
estudo conduzido por Kuma et al.,, (2006), que o US contribuiu de forma
significativa para a melhora na pressao sistélica do ventriculo esquerdo, bem
como reduziu a pressao diastdlica final. Portanto, o US exerce efeitos tanto na
resolucdo de lesdbes como demanda beneficios também no sistema
cardiovascular.

Face ao exposto, se faz necessario estudos que avaliem o efeito da
terapia ultrassbnica sobre o coragdao infartado, condigdo marcada por
significativa lesdo tecidual, cuja resolugdo pode influir no processo do

remodelamento diminuindo-o ou exarcebando-o.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da terapia ultrassbnica nao-invasiva (NITUS) de baixa
intensidade sobre a morfologia e fungdo do musculo cardiaco de ratos
infartados cirurgicamente apds o 5° e 30° dia.

2.2. Objetivos Especificos

= Avaliar os efeitos da NITUS sobre a area da cicatriz do infarto no 5° e 30° dias

pos-infarto;

= Avaliar os efeitos da NITUS sobre pressao diastdlica final (PDF) no 5° e 30°
dias pos-infarto;

= Avaliar os efeitos da NITUS sobre pressao sistolica do ventriculo esquerdo
(PSVE) e presséao diastolica do ventriculo esquerdo (PDVE) no 5° e 30° pos-
infarto;

= Avaliar os efetios da NITUS sobre a derivada maxima da presséo dP/dt+ e
derivada minima da pressido dP/dt - desenvolvidas na sistole no 5° e 30° pds-
infarto;

= Avaliar os efeitos da NITUS sobre a pressdo arterial média (PAM) e

frequéncia cardiaca (FC) no 5° e 30° pés-infarto.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais de Experimentagao

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus),
com peso corporal de 200 a 250 gramas, provenientes do Biotério do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Durante
todo o periodo de estudo, os animais foram acondicionados em gaiolas
individuais, ambiente ventilado, ciclo Dia/Noite, temperatura entre 25-28°C e
tinham livre acesso a agua e ragao padréo para roedores. Todos os protocolos
realizados seguiram o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,

publicado pelo United States National Institutes of Health.

3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram pesados e divididos aleatoriamente em oito grupos

com oito animais em cada grupo.

* Grupo IAM (5 dias): animais submetidos a cirurgia de ligacdo da artéria
coronariana esquerda e a terapia ultra-sénica com aparelho desligado durante

os 5 dias pos-procedimento cirurgico e sacrificados no 5° dia.

* Grupo IAM-US (5 dias): animais submetidos a cirurgia de ligacdo da artéria
coronariana esquerda e a terapia ultra-sbnica durante os 5 dias péds-

procedimento cirurgico e sacrificados no 5° dia.

* Grupo Sham (5 dias): animais submetidos a cirurgia ficticia e a terapia ultra-
sbnica com aparelho desligado durante os 5 dias pos-procedimento cirurgico e

sacrificados no 5° dia.

* Grupo Sham-US (5 dias): animais submetidos a cirurgia ficticia e a terapia
ultra-sénica durante os 5 dias pos-procedimento cirurgico e sacrificados no 5°
dia.
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* Grupo IAM (30 dias): animais submetidos a cirurgia de ligacédo da artéria
coronariana esquerda e a terapia ultra-sénica com aparelho desligado durante
os 5 dias pos-procedimento cirurgico e sacrificados no 30° dia.

* Grupo IAM-US (30 dias): animais submetidos a cirurgia de ligagdo da artéria
coronariana esquerda e a terapia ultra-sbnica durante os 5 dias pés-
procedimento cirurgico e sacrificados no 30° dia.

* Grupo Sham (30 dias): animais submetidos a cirurgia ficticia e a terapia
ultra-sénica com aparelho desligado durante os 5 dias pds-procedimento
cirurgico e sacrificados no 30° dia.

* Grupo Sham-US (30 dias): animais submetidos a cirurgia ficticia e a terapia
ultra-sénica durante os 5 dias pos-procedimento cirurgico e sacrificados no 30°
dia.

3.3. Protocolos Experimentais

Protocolo Experimental 1

Inducéo do IAM ou cirurgia ficticia (Sham)

NITUS com aparelho ligado ou desligado durante 5 dias nos diferentes grupos
Coleta dos registros hemodinamicos no 5° dia

Preparo dos tecidos e analise morfométrica

Protocolo Experimental 2

Inducéo do IAM ou cirurgia ficticia (Sham)

NITUS com aparelho ligado ou desligado durante 5 dias nos diferentes grupos
Coleta dos registros hemodinamicos no 30° dia

Preparo dos tecidos e analise morfométrica
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3.4. Procedimentos Experimentais

3.4.1. Indugao do IAM

O procedimento cirurgico de indugao do IAM foi realizado de acordo com
a técnica padronizada no Laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular do
Centro de Ciéncias da Saude da UFES (Mill et al., 1990) e que esta descrita
resumidamente abaixo.

Os animais foram anestesiados em camara fechada com Halotano
(Cristalia), e atingido o padrdo anestésico ideal, o animal foi colocado em
posigao supina em uma mesa cirdrgica com uma mascara contendo Eter etilico
(Dinamica) para a manutencdo da anestesia. Foram entdo submetidos a
toracotomia no 4° espaco intercostal esquerdo. O musculo peitoral foi separado
e as costelas expostas. Através da abertura, o coracdo foi rapidamente
exteriorizado e ap0s a visualizagdo da artéria coronaria descendente anterior
esquerda, logo abaixo da borda do atrio esquerdo, um fio de mononylon 6.0
(MEDLINE, BRASIL) montado em agulha n&o traumatica enlagava a artéria,
fazendo uma oclusdo permanente desta. O coragdo foi imediatamente
reposicionado e o térax fechado com sutura em bolsa previamente preparada.
Os animais que nao retomavam espontaneamente os movimentos respiratorios
receberam ventilagdo mecanica por meio de uma mascara de borracha
aplicada diretamente sobre os orificios nasais, até o retorno da respiragcdo. Os
grupos que sofreram a cirurgia ficticia passaram pelas mesmas etapas
descritas acima, com excegao da ligadura da artéria coronariana descendente

anterior esquerda.

3.4.2. Terapia ultrassdnica nao invasiva (NITUS)

Todos os animais receberam cinco aplicagbes consecutivas da terapia
ultra-soénica, diferindo na emissédo ou ndo das ondas ultra-sénicas, ou seja,
aparelho ligado ou desligado. A primeira aplicagado da sonificagcéo foi realizada
8 horas pos-procedimento cirurgico. Para a realizagdao da NITUS os animais
inicialmente foram colocados em uma camara fechada com Halotano (Cristalia)

e apos a inducdo do padrdao anestésico foram colocados em uma mesa
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cirdrgica em posigao supina com membros superiores e inferiores fixados. A
fim de manter a anestesia, uma mascara contendo éter etilico era utilizada
durante a sonificagao.

Foi utilizado um equipamento gerador de ultra-som, (Sonopulse llI,
Saphire Line- Ibramed), disponivel comercialmente, micro-processado com
ciclos continuo e pulsado. A poténcia empregada foi de 1,0W/cm?, com 1MHz
de frequéncia durante 5 minutos no modo pulsatil (1:5) 16Hz. O transdutor foi
mantido em posi¢ao perpendicular a regiao irradiada (regido precordial). Com o
objetivo de facilitar a passagem das ondas sonoras, um gel a base de agua foi
aplicado sobre a area a ser tratada. A forma de aplicagdo nao permitiu

formacéo de ondas estacionarias, pois o transdutor foi movido frequentemente.
3.4.3. Registros Hemodinamicos

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com uma mistura
contendo Quetamina (AGENER, UNIAO, SAO PAULO, BRASIL) na dose de 70
mg/Kg de peso corporal e Xilazina (BAYER, SAO PAULO, BRASIL) na dose de
10 mg/Kg. Apos constatacdo da perda dos reflexos, os animais foram
colocados em posicdo supina em uma mesa cirurgica com os membros
levemente fixados. Foi realizado uma tricotomia no nivel do pescogo, do lado
direito do animal. Uma incisdo de aproximadamente 1,5 cm foi realizada para
localizagdo e acesso ao vaso a ser cateterizado. Localizava-se portanto, a
artéria carétida comum direita e uma disseccéao era feita para retirar todo tecido
conjuntivo ao redor do vaso. Um pequeno orificio foi feito com uma tesoura
oftalmica, por onde era introduzido um catéter de polietieno (PE 50)
previamente preenchido com solugdo salina heparinizada (HEPARINA
SODICA, ARISTON, BRASIL) ligado a um trasndutor de pressdo (TRI 21,
LETICA SCIENTIFIC INSTRUMENTS, ESPANHA) e este conectado a um
sistema de aquisicdo de dados Power Lab (ADINSTRUMENTS INC,
AUSTRALIA). Apés registro da pressao arterial, com duracdo de 10 minutos, o
catéter era introduzido até o ventriculo esquerdo para inicio do registro por um
periodo de 10 minutos. Para fixagcdo do catéter, uma linha de algodao foi
utilizada para amarrar o vaso e o catéter, impedindo que este se

movimentasse.
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Os parametros avaliados pelo cateterismo cardiaco foram: presséo
diastdlica final (PDF), pressao sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE), presséo
diastdlica do ventriculo esquerdo (PDVE), derivada maxima da presséao
(+dP/dt), derivada minima da presséao (-dP/dt), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardica (FC). Os registros foram digitalizados para posterior analise
usando o software Chart v. 5.5 (ADINSTRUMENTS INC, AUSTRALIA).

3.4.4. Preparo dos Tecidos e Analise Morfométrica

ApOs a coleta dos registros hemodinamicos, os animais foram
sacrificados por decapitacdo. Seguidamente foi retirado o coragédo e este foi
lavado e perfundido com solugédo nutridora de Krebs, utilizando para isso um
perfusor. Logo apds, foram separados os atrios dos ventriculos e
posteriormente separavam-se os ventriculos direito e esquerdo. Os ventriculos
foram colocados em um recipiente contendo solu¢gdo de formol tamponado (pH
7,4) por aproximadamente 72 horas. O ventriculo esquerdo foi cortado em 4
fatias do apice para a base, de acordo com o proposto por Spadaro et al.
(1981). A terceira fatia foi incluida em parafina, e desta foram obtidos 3 cortes
com espessura de 8 micrémetros que foram corados pelo método picrosirius
para a evidenciagado do colageno cicatricial.

Para a avaliacdo da area da cicatriz do infarto, foi utilizada uma camera
de video (Web Cam HOME TECH COM, VC | 130-CD 25, 1.3 mega pixels),
acoplada a um suporte de PVC, ajustada a uma distancia da lamina suficiente
para capturar uma area que contivesse todo o corte. A lamina era colocada
sobre uma placa de acrilico leitosa, iluminada com uma lampada fluorescente.
A imagem era capturada com a utilizagdo do programa AMCap e apoés a
captura, esta era arquivada para posterior analise morfométrica. A analise
morfométrica, em pelo menos 3 cortes para cada lamina, foi realizada com o
auxilio do programa Imajed 1.42q/java. A imagem arquivada era transferida
para o programa ImagedJ 1.42qg/java no qual era marcada a area da cicatriz,
facilmente evidenciada pela coloragdo vermelha do colageno. Essa area era
avaliada em milimetros quadrados. De modo semelhante, era marcada toda a

area da parede ventricular, para se obter a relagao entre a area da cicatriz e a
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area total da parede ventricular, utilizando a férmula, de acordo com Takagawa
et al. (2007):

% de area de cicatriz do infarto= area do infarto /area da parede

ventricular x 100

3.5. Analise Estatistica

Para a avaliacdo da area da cicatriz do infarto entre os grupos foi
utilizado o test t de Student

Para comparagao dos demais parametros entre os grupos utilizou-se a
analise de variancia (ANOVA) uma via e Tukey como poés teste. Os resultados
sdo expressos como média + erro padrao da meédia (média £ EPM) e niveis de
significancia estabelecidos em P<0.05. Para as analises estatisticas foi
utilizado o programa estatistico GB-STAT v 65. Para a construgédo dos graficos

foi utilizado o software GraphPad Prism 5.
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4. RESULTADOS

4.1. Parametros Hemodinamicos

A tabela 1 expressa os parametros hemodinamicos mensurados no 5°
dia apdés o IAM e aplicacdo do US. Observamos alteragdes nos parametros
hemodinamicos dos grupos infartados na PDF, PDVE e derivadas maxima e
minima da pressao(+dP/dt e -dP/dt), quando comparamos os grupos Sham
com grupo |IAM. Nao foram observadas diferengas entre o grupo Sham e Sham
+US. O mesmo resultado foi obtido entre o grupo IAM e o que recebeu a
terapia US.

Tabela 1. Parametros hemodinamicos no 5° dia apos |IAM e aplicagbes da
terapia US nos grupos Sham, Sham+US, IAM e IAM+US.

Sham Sham+US 1AM IAM+US
Parametros (N =8) (N =8) (N =8) (N =8)
PDF (mm Hg) 11+1.2 10+1.4 24+2 .9 25+1.3
PSVE (mm Hg) 123+4.3 111+2.5 105+3.2 103+4.6
PDVE (mm Hg) 4+0.4 4+0.9 10+1.4 9+1.2

+dP/dt(VE)(mm Hg)  4135+191.7 3285+196.3 2267+156.2 2081+244.2

-dP/dt (VE)(mm Hg) _3159+206.1 -2405+49.4  -2151+182.4 -1833+180.5

PAM(mmHg) 99+2.6 93+2.6 85+1 93+2.9

FC(BPM) 285+8 263+6 267+4 268+8

VE, ventriculo esquerdo; PDF, pressdo diastdlica final, PS, pressdo sistdlica; PD,
pressao diastolica; dP/dt+, derivada maxima da pressao; dP/dt-, derivada minima da
pressdo; PAM, pressao arterial média; FC, freqiiéncia cardiaca.
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A avaliagcdo dos parametros hemodinamicos ao final de 30 dias nos
grupos Sham e Sham+US demonstra que ndo ha diferengas entre os dois
grupos apos cirurgia ficticia e a aplicagdo da terapia US por 5 dias. No que
concerne aos parametros hemodindmicos 30 dias apdés IAM pode ser
observado na tabela 2 e na figura 1 que no grupo IAM+US houve redugéo na
PDF (mmHg) (15+1.9), quando comparado com grupo |IAM (26£1.4). Ndo foram
identificadas diferengas entre os grupos IAM e IAM+US sobre os parametros
PSVE, PDVE, +dP/dt, -dP/dt, PAM e FC.

Tabela 2. Parametros hemodinamicos no 30° dia apos IAM e aplicagdes da
terapia US nos grupos Sham, Sham+US, IAM e IAM+US.

Sham Sham+US IAM IAM+US
Parametros (N =8) (N =8) (N =8) (N =8)
PDF (mm Hg) 14+1.1 17+0.6 26+1.4 15+1.9**
PSVE (mm Hg) 121£2.2 117+£1.9 11544 98+7.4
PDVE (mm Hg) 4+0.4 5+0.8 8+1.9 6+1
+dP/dt(VE)(mm Hg) 3961271 3833+219.9 2272+214 18545+171.2

-dP/dt(VE)(mm Hg) -3412+301 -2994+174 -1923+£195.6 -1756+£179.9

PAM(mmHg) 105+3.2 101+1.6 84+4.7 86+2.5

FC(BPM) 2555 264+7 281+11 2556

VE, ventriculo esquerdo; PDF, pressédo diastélica final; PS, pressao sistdlica; PD,
pressao diastolica; dP/dt+, derivada maxima da pressao; dP/dt-, derivada minima da
pressao; PAM, pressao arterial média; FC, freqiéncia cardiaca.

**pl] 0.01 vs.IAM
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Figura 1. Valores da pressao diastdlica final (PDF) no 300 dia apés |AM com
aplicagao da terapia US nos grupos Sham, Sham+US, IAM e IAM-US. ** P< 0.017 vs.
IAM

4.2. Efeito da terapia ultrassdénica sobre a area da cicatriz do infarto

A figura 2 demonstra que ndo houve diferenga significativa na area da
cicatriz do infarto entre os grupos IAM e IAM+US no 5°. dia apds infarto
(31.6%+3.1% e 34.5%%1.6, respectivamente). A figura 3 mostra a
fotomicrografia do corte transversal apdés 5 dias do infarto nos grupos sem a
terapia US Sham(A) e IAM (B) e com a terapia Sham+US (C) e IAM+US (D).
Observamos que nos grupos infartados ndo ha diferenca na area da cicatriz
entre os grupos sem terapia IAM e com a terapia IAM+US conforme destacado
em vermelho na figura 3. Quanto aos grupos Sham nao ha area de cicatriz e
nem alteragao apds o uso da terapia US.
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Figura 2. Area da cicatriz do infarto (%) nos grupos IAM e IAM+US no 5° dia apds o
infarto sem e com aplicagao da terapia US.
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Figura 3. Fotomicrografia do corte transversal do ventriculo esquerdo corado com
picrosirius para evidenciagdo do colageno (area vermelha em destaque) apos 5° dia
do infarto nos grupos sem a terapia US Sham (A) e IAM (B) e com a terapia Sham+US
(C) e IAM+US (D).
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A figura 4 demonstra redugcdo da area da cicatriz do infarto no grupo
IAM+US quando comparado ao grupo I1AM (21.5%%1.4%, 26.2%+1.7%; p<0.05,
respectivamente) no 30° dia apos IAM. A figura 5 mostra a fotomicrografia do
corte transversal do ventriculo esquerdo apdés 30 dias do infarto nos grupos
sem a terapia US Sham (A) e IAM (B) e com a terapia Sham+US (C) e IAM+US
(D). Observamos que nos grupos infartados ha diferengca na area da cicatriz
entre os grupos sem terapia IAM e com a terapia IAM+US conforme destacado
em vermelho na figura 5. Quanto aos grupos Sham nao ha area de cicatriz e

nem alteragao apos o uso da terapia US.
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Figura 4. Area da cicatriz do infarto (%) nos grupos IAM e IAM+US no 30° dia apés o
infarto sem e com aplicagao da terapia US.
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Figura 5. Fotomicrografia do corte transversal do ventriculo esquerdo corado com
picrosirius para evidenciagao do colageno (area vermelha em destaque) apés 30° dia
do infarto nos grupos sem a terapia US Sham (A) e IAM (B) e com a terapia Sham+US

(C) e IAM+US (D).
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5. DISCUSSAO

Varios modelos experimentais tém sido usados para ajudar na
compreensao dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia do IAM e no
processo de remodelamento ventricular pdés-infarto. Modelos de isquemia
seguida por reperfusao tanto in vivo quanto in vitro e a oclusdo mecanica de
artérias coronarias em animais tém ampliado o conhecimento sobre aspectos
fisiopatoldégico dos eventos isquémicos no coracédo (Fletcher et al.,, 1981;
Vander Heide et al., 1995).

Além destes modelos, a oclusdao permanente da artéria coronaria
descendente anterior esquerda é o mais utilizado em estudos em animais, por
ser de facil reprodutibilidade e por reproduzir ndo sé as alteragdes moleculares
e celulares da fase aguda do infarto, mas também todas as disfuncdes
estruturais e funcionais causadas pelo remodelamento cardiaco (Vander Heide
et al., 1995).

Inicialmente, os experimentos de oclusdo coronariana eram realizados
em caes, por serem anatomicamente semelhantes aos seres humanos, mas os
resultados eram inesperadamente diferentes em cada animal além da alta taxa
de mortalidade. Dentro deste contexto, John(] s & Olson (1954) realizaram um
estudo onde compararam os resultados da ligacado da artéria coronaria
descendente anterior esquerda em animais de pequeno porte. Observaram que
a producao do infarto nestes roedores era seguida por uma reduzida taxa de
mortalidade e menor variabilidade no infarto, comparado com outros modelos
existentes.

Nas ultimas duas décadas, inumeros estudos utilizam este modelo de
infarto para avaliar os efeitos de diversas drogas na terapéutica do infarto e da
insuficiéncia cardiaca. Farmacos como os beta-bloqueadores foram utilizados
tanto em pesquisa clinica e experimental, reduzindo os efeitos deletérios do
remodelamento ventricular (Sun et al., 2005; Yaoita et al., 2002; Mill et al.,
1992; Doughty et al.,, 1997). Os inibidores da ECA foram extensamente
estudados neste modelo experimental de infarto em roedores, obtendo
resultados positivos em relacdo a melhora da funcédo cardiaca (Pfeffer et al.,
1985a) e redugao do infarto (Pfeffer et al., 1985b).
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Os estudos utilizando este modelo experimental possibilitam o melhor
conhecimento das fases do processo de remodelamento cardiaco pos-infarto e
um melhor progndstico. Este estudo tem ajudado na intervencdo feita no
infarto, fato este que pode ser evidenciado pela redugcdo do tempo de
internacdo e de mortalidade por consequéncia das doengas cardiovasculares
apos estudos experimentais (Fox et al., 2004).

A escolha do uso de uma terapia mecanica como as ondas
ultrassbnicas, sobre uma lesdo miocardica isquémica, deveu-se ao fato de que
a literatura vingente descreve os efeitos da terapia ultrassdnica sobre o
processo de reparagao de lesdes cutdnea, musculo-esqueléticas e Osseas,
sem, contudo abordar o seu possivel efeito sobre lesdes da musculatura
cardiaca. Dentro deste contexto é interessante investigar os efeitos das ondas
ultrassénicas sobre a reparagdo do musculo cardiaco, apés uma lesao
desencadeada por uma obstrugcdo permanente do fluxo coronariano.

Os parametros da emissdo das ondas ultrassénicas como a frequéncia
de 1MHz foi estabelecida de acordo com a profundidade alcancada pelas
ondas nessa frequéncia, ou seja, frequéncias menores alcangam tecidos mais
profundos. No tocante & escolha da poténcia utilizada de 1W/cm?
empregamos esta poténcia por ser a mais utilizada na literatura disponivel. O
tempo de aplicacédo foi estabelecido em 5 minutos, pois € o tempo minimo
necessario descrito pela literatura como sendo capaz de desencadear os
efeitos térmicos e ndo térmicos do US (Noble et al., 2007; Cuma et al., 2006;
Baker et al., 2001).

O presente estudo demonstrou que a aplicagdo do US promove
significativas modificagdes hemodinamicas e estruturais em animais infartados.

E digno ressaltar que os efeitos do US sobre o infarto, neste estudo,
foram evidenciados somente no 30° dia, ndo sendo observado efeitos no 5° dia.
Uma explicacdo pode ser o fato de que no 5 ° dia ainda ndo houve a
resolugcado total da lesdo, ou seja, no 5 ° dia estd acontecendo a fase
proliferativa, subseqliente a fase inflamatéria. No processo de reparagcdo de
uma lesdo miocardica de acordo com Ertl e Frantz (2005) a fase inflamatoria
com infiltrado de células inflamatérias e necrose ocorre dentro de horas, a
proliferacdo onde tem inicio a formacao de um tecido fibrético e ha um quadro

de inflamacéao crénica, caracterizando o inicio da cicatrizagao, ocorre dentro de
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dias enquanto, o remodelamento cardiaco, a fase de remodelamento, em que
ha a formacgé&o da cicatriz, ocorre dentro de semanas. Logo, a influéncia do US
sobre a reparacdo da lesdo miocardica, neste estudo, a partir dos métodos
utilizados, analise morfométrica e avaliagdo hemodinamica, s6 foi perceptivel
apo6s o término das fases inflamatéria, proliferativa e de remodelamento.

Entretanto, trinta dias apds o infarto observamos, a partir da analise
morfométrica, uma redugao importante na area da cicatriz do infarto, o que nos
remete a idéia de que o processo de reparagdo do musculo cardiaco, pode
também sofrer influéncia das ondas ultra-sbnicas, tendo em vista ser bem
documentado o papel do US sobre a reparacao tecidual de lesbes cutaneas,
musculo-esquelética e 0sseas (Noble et al., 2007).

Admite-se que durante a fase inflamatéria de lesbes cutaneas,
musculares e 6sseas o US estimule a degranulagdo dos mastdcitos o que
conduz a liberagcdo de mediadores inflamatorios como leucotrienos e
prostaglandinas assim como, estimula leucécitos e macrofagos a liberarem
fatores de crescimento (Watson, 2008). O US, portanto, melhora a resposta
inflamatdria, ou seja, promove a resolugdo normal da fase inflamatdria ja que
esta é essencial para efetivar a reparagao tecidual e a inibicdo dessa fase
prejudicaria a fase proliferativa (Cunha et al., 2001).

Durante a fase proliferativa por sua vez, o US estimula a proliferagéo de
fibroblastos, células endoteliais e miofibroblastos ao mesmo tempo em que
estimula a angiogénese (Young e Dyson, 1990). Desta forma, a irradiagao
sonora nesta fase melhora a qualidade do tecido neo-formado (Watson, 2008).

Seguindo a fase de remodelagéo, ha fortes evidéncias que o US é capaz
de aumentar a orientagcdo apropriada das novas fibras de colageno em
desenvolvimento e alterar o perfil das fibras de colagenos por elevagao da
expressao do colageno tipo | em detrimento do tipo Ill, o que favorece a uma
melhora na mobilidade da cicatriz e capacidade funcional da mesma
(Nussbaum, 1998; Watson, 2008). No entanto, ndo esta bem esclarecido na
literatura 0 mecanismo de agao da energia ultra-sénica sobre a reparagao do
musculo cardiaco.

Logo, a redugao da area da cicatriz do infarto observada no grupo IAM-
US (30 dias) pode ser devido a um aumento na velocidade da resposta

inflamatdria por meio da mobilizagao de células inflamatérias como neutréfilos
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e macrofagos ao mesmo tempo em que ha um estimulo a degranulagao dos
mastocitos (Frantz et al., 2009; Ertl e Frantz, 2005).

E valido ressaltar ainda que provavelmente o US também interferiu na
mobilizagao leucocitaria, uma vez que os leucdcitos sdo células que conduzem
para uma cicatrizacdo mais efetiva, por meio da regulagdo do metabolismo das
MMPs e de seus inibidores, além de ser uma importante via de citocinas e
fatores de crescimento (Ertl e Frantz, 2005).

Pode ser especulado também, que no grupo IAM-US (30 dias) houve
maior proliferacdo de miofibroblastos o que por sua vez acarretou uma
contragdo da cicatriz e desse modo houve redugédo da area. Em um estudo
realizado por van den Borne et al., (2009), observaram uma redugédo na area
da cicatriz de infarto em camundongos, por volta do décimo quarto dia apos
infarto e neste mesmo periodo foi encontrado um maior numero de
miofibroblastos no local. Os autores sugerem a participacdo dos
miofibroblastos na manutengdo da area do infarto e prevengcdo de uma
dilatacdo secundaria.

A reducgdo na area da cicatriz pode estar também, correlacionada com
uma menor extensdo do infarto. Resultado que suporta esta idéia é a
manutengao dentro de valores normais na PDF desse mesmo grupo, ou seja, o
US pode ter reduzido a extensdao do infarto, o que configurou para a
manutengdo da PDF dentro de pardmetros de normalidade. Estudos
demonstram uma correlagao existente entre a extenséo do infarto e alteragdes
na PDF, em que o aumento na extens&o do infarto favorece a um aumento na
PDF (Pfeffer e Braunwald, 1990).

Outra possibilidade de atuagao do US seria sua capacidade de interferir
na contracdo do musculo cardiaco, uma vez que demonstramos neste estudo
que houve melhora na PDF, fato este que pode ser atribuido ao efeito
mecanico da cavitagdo. Em um estudo piloto in vivo, realizado por Kuma et
al.,, 2006, foi observado que o US de 1 MHz, modo continuo e em trés
diferentes intensidades, sendo 0,06, 0,67 e 2.9 W/cm? aplicado diretamente no
coracao de cobaia, aumentou a pressao sistolica, bem como reduziu a pressao
diastdlica final do ventriculo esquerdo. Admite-se, que a cavitacdo pode
melhorar a disponibilidade do ion calcio durante a sistole ao passo que melhora

a recaptacao do mesmo durante a diastole. Contudo, em nosso estudo nao foi
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identificado diferenga entre os grupos que receberam ou nao receberam US
quanto a for¢ca de contracado desenvolvida pelo ventriculo esquerdo.

Portanto, face ao exposto podemos inferir que a aplicacdo do US dentro
dos parametros estabelecidos, aplicado diretamente sobre a regido precordial
de ratos infartados cirurgicamente, reduziu a area da cicatriz do infarto no
grupo IAM+US (30 dias) bem como manteve a PDF dentro de valores
fisiologicos, provavelmente por .exercer influéncia nas fases inflamatoria,
proliferativa e de remodelamento, favorecendo assim a um aumento na
velocidade da resposta inflamatdria por meio da mobilizagdo de células
inflamatorias como neutréfilos, macréfagos, ao mesmo tempo em que
estimulou a degranulagdo dos mastécitos, bem como interferiu na mobilizagdo
leucocitaria. O US pode também ter estimulado a proliferagdo dos
miofibroblastos bem como exercido influéncia no mecanismo de contracao do

musculo cardiaco.
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