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RESUMO

BARROS, A. R. S. B. (2002). Os efeitos do ultra-som terapéutico nas lesdes de
epidermes de coelhos. Ribeirdo Preto, 2002.41p. Dissertagdo(Mestrado) — Escola
de Engenharia de Sdo Carlos / Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo.

O ultra-som terapéutico ¢ o recurso fisico mais empregado
como coadjuvante na promogdo do reparo tecidual em vérios tipos de lesdo de partes
moles. Neste trabalho, foi estudada a influéncia do ultra-som terapéutico no processo
de cicatrizagdio de feridas cutdneas num modelo experimental em coelhos. Foram
utilizados 36 coelhos adultos, nos quais foram produzidas trés lesdes cutineas no
dorso, pela ressecgdo de um segmento circular de pele de 1 cm de didmetro, distando
5 ¢m uma da outra, em linha. Uma das lesdes era submetida ao tratamento efetivo
com o ultra-som, a outra era submetida a tratamento placebo e a terceira era deixada
intocada. Os animais foram divididos em dois grupos de 18 cada, conforme a
intensidade do ultra-som aplicado, de 0,8 W/em? e 0,4 W/em?, respectivamente. O
tratamento foi iniciado no primeiro dia pés-operatério e aplicado diariamente até o
sétimo dia, ap6s o que os animais eram sacrificados e as lesdes eram ressecadas com
larga margem de seguranga, para posterior exame histopatolégico. Foram obtidos
cortes histologicos de 5 um de espessura, corados com duas técnicas € examinados
ao microscopio de luz. Os pardmetros avaliados foram o infiltrado inflamatorio,
fibrose e reepitelizagfio, aos quais foram atribuidos valores numéricos, de 0 a 3, que
permitissem a analise estatistica. Os resultados mostraram que o ultra-som induz a
alteragdes teciduais e celulares varidveis, mas ndo significativas em nenhum dos
pardmetros avaliados.

Palavras-chave: lesdes cuténeas; ultra-som terapéutico; regeneragdo



ABSTRACT

BARROS, A. R.S8.B. (2002). The effects of therapeutic ultrasound on the damage of
rabbit s skin. Ribeirdo Preto, 2002. Dissertagdo (Mestrado) — Escola de
Engenharia de Sdo Carlos / Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto de Séo

Paulo

Therapeutic ultrasound is the most used adjunct physical resource to
promote tissue repair in many types of soft tissue lesion. In the present work the
influence of therapeutic ultrasound on the healing process of skin wounds was
studied in rabbits. Thirty-six adult rabbits were used, three round skin wounds of 1
cm in diameter being made on the dorsum about 5 cm in line from one another.
Ultrasound treatment was applied to one of the wounds only, a placebo being applied
to another and the third being left untouched. The animals were distributed into two
groups of 18 according to the intensity of the ultrasound applied, of 0.8 W/em? and
0.4 W/em?, respectively. The treatment was started on the first postoperative day and
applied daily till the seventh day. The animals were killed the next day and the
wounds were resected with a wide safety margin for histology, 5 pm-thick sections
being cut and died with two different techniques. The sections were examined on the
light microscope for inflammatory infiltrate, fibrosis and regeneration of the
epithelium, which were quantified from 0 to 3, so as to make the statistical study
possible. Results showed that ultrasound induces cell and tissue alterations but not

significantly in any of the parameters analyzed.

Keywords: skin lesions; therapeutic ultrasound; regeneration



1. INTRODUCAO

Embora de aplicagdio corrente na fisioterapia, o ultra-som € um
recurso fisico ainda controverso, quanto aos seus efeitos e a sua interagdo com o
meio bioldgico. Sua primeira aplicagfio, nfio médica, ocorreu nas décadas de 20 e 30,
quando foi utilizado para fins militares navais, através de equipamentos
piezoelétricos de sonar. Em pouco tempo descobriu-se que também poderia ter
aplicagbes no campo da biologia, mas foi somente depois da Segunda Guerra
Mundial que se iniciaram os estudos para utilizd-lo como meio diagnostico e
terapéutico.

O ultra-som € definido como sendo um tipo de onda mecéanica
sonora, inaudivel pelo ouvido humano, com freqiiéncia superior a 20 KHz, e que
pode ser aplicado com freqiiéncia entre 0,7 e 3,0 MHz com fins terapéuticos
(HOOGLAND, 1986; HILL et al., 1968).

Estudos clinicos recentes mostram que o ultra-som pode reduzir
edemas, aliviar a dor, acelerar o reparo tecidual e modificar a formagfo de cicatriz
(DYSON, 1987; MAXWELL, 1992). O seu emprego como agente acelerador da
cicatrizagfio cutdnea, em feridas das mais diversas origens, ¢ uma possibilidade ainda
nfo muito estudada, havendo evidéncias de que sua correta aplicagdo numa fase
precoce, de inflamag#o, possa contribuir para o reparo dos tecidos moles (DYSON,

M., 1990; HART, 1998). Sendo um recurso praticamente indcuo, de baixo custo e de



uso corrente em reabilitagdo, poderia ser uma boa opgfo para o tratamento de tlceras

e feridas cutdneas, desde que demonstrado o seu real potencial de promover a

cicatrizagdo.

1.2. OBJETIVO DO TRABALHO

Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito da aplicagéo
precoce do ultra-som terapéutico no processo de reparo de feridas cutdneas
produzidas pela ressecgdo de um segmento da pele, em coelhos, avaliando os

resultados por meio da andlise histolégica dos tecidos, com microscépio de luz.

1.3. REGENERACAO TECIDUAL

JUNQUEIRA E CARNEIRO (1995) referem que a pele ¢ um dos
maiores 6rgdos do nosso organismo, atingindo 16% do peso corporal e tendo
multiplas fungdes, como a regulagfo térmica e a protecdo contra perdas hidricas e
eletroliticas, dentre outras. Ela € constituida por uma porg¢do ectodérmica, a
epiderme, e uma porgfo conjuntiva de origem mesodérmica (derme) (figura 1).

De modo geral, a reagfio de cicatrizagiio envolve agdes integradas
das células, matriz e mensageiros quimicos, que visam restaurar a integridade do
tecido com maior rapidez possivel. Essa reagéio € comum a todos os tipos de tecidos,

dividindo-se me trés fases:

1- inflamatoria: caracterizada por alteragdes vasculares e celulares, com
liberagdo de mediadores quimicos, para dar inicio ao processo de reparo

tecidual;



2- proliferativa: marcada pela formag@o do tecido de granulagio, que precede
o desenvolvimento do tecido cicatricial maduro.

3- remodelagdo: em que a matriz cicatricial presente € alterada na forma, ou

remodelada.

Figura 1 - Representagdo esquemdtica da pele: (1) porgéio ectodérmica (epiderme) e (2) porgio
conjuntiva (derme) - ( Rochet et.al., Rééducation et réadaptation de ’adulte briilé — Encycl. Méd.
Chir. (Elsevier, Paris-France), Kinésithérapie-Médecine physique-Réadaptation, 26-280-C10, 1998,
28p.

Essas rea¢0es néo sio diferentes no tecido epidérmico, iniciando-se
j4 nas primeiras 24 horas apds a lesdo e caminhando para a reepitelizagio da
superficie (DYSON,M.,1990; KITCHEN &YOUNG apud KITCHEN & BAZIN,

1998).



1.4. INTERACAO DO ULTRA-SOM COM OS TECIDOS

1.4.1. Propagagdo do ultra-som

A onda ultra-sonica ¢ longitudinal, a dire¢8o de propagagfio sendo a
mesma da diregdo de vibragfo, requerendo meios eldsticos para se propagar
(HOOGLAND, 1986).

O ultra-som se propaga mal no ar, requerendo um agente
acoplador, como um gel, 6leo ou agua, para a aplicagdo em um tecido, de modo a
evitar a intromissdio do ar entre a pele e o transdutor e melhorar a propagagéo
(BAZIN in KITCHEN & BAZIN, 1998; WILLIAMS, 1987; DOCKER, 1987). Além
disso, o feixe de ultra-som ndo é homogéneo, podendo ocorrer picos de alta
intensidade em determinadas regides do cabegote, que geram ondas estacionarias e
aquecimento, ambos lesivos aos tecidos. Para evitar os pontos de aquecimento, o
cabegote do ultra-som deve ser movido constantemente durante a aplicagfio, quando
a aplicagdo é feita com contato direto (HAAR, 1987; McDIARMID, 1987). Quando a
onda ultra-sOnica atinge um tecido, parte € refletida e parte € absorvida, a intensidade

de absor¢do e de reflexdo depende da impedéancia acustica do tecido (WILLIAMS,

1987).

1.4.2. Efeitos térmicos do ultra-som
A quantidade de calor gerado pelo ultra-som difere em cada tecido,
dependendo de vérios fatores, como a impedéncia actstica do tecido, o tipo de ultra-
som (continuo ou pulsado) e a intensidade e duragéio de tratamento. O equilibrio
entre esses fatores é que produz o equilibrio entre os efeitos atérmicos e térmicos do

ultra-som (HOOGLAND, 1986). O aquecimento ocorre porque, a medida que o



ultra-som atravessa o tecido, parte da energia ¢ absorvida pelo préprio meio, mas a
outra parte € refletida pelas estruturas que se encontram em sua trajetoria,
transformando-se em calor (HAAR in KITCHEN & BAZIN , 1996). O calor é
gerado especialmente nos pontos de reflexdio do ultra-som, que existem nos limites
entre os tecidos com impedéncias acisticas distintas. Tal fendmeno ocorre com mais
freqiiéncia nos tecidos dsseo, cartilaginoso, tendinoso, muscular e na pele, e quando
o tecido € incapaz de dissipar o calor gerado pelo ultra-som, pode ocorrer um efeito
adverso sobre a enfermidade que se pretende tratar ( HOOGLAND, 1986).

DYSON (1968) refere que, com as doses mais efetivas de ultra-
som, o aumento da temperatura deve ser minimo e sugere que os efeitos térmicos s#o
de menor importdncia, embora possam produzir um aumento na atividade
metabdlica. DYSON (1987) enfatiza, também que alguns efeitos nfio térmicos do
ultra-som, como a cavitagfo transitoria, que ocorrem com as doses mais altas, devem
ser evitados por serem lesivos.

DYSON, M., (1990) referem que a temperatura local entre 40°C e
45°C pode contribuir para melhorar a vascularizagéo dos tecidos, podendo ser aceita,
mas as temperaturas mais elevadas podem causar necrose termal.

O efeito térmico néo foi considerado importante para melhorar a
fungfo dos tenddes flexores de galinhas, que ocorreu a despeito do curto periodo de
aplicagdo (5 minutos), considerado insuficiente para promover um efeito térmico
acentuado (STEVENSON et al., 1986).

HAAR (1999) menciona que a resposta fisiologica do tecido ao
aumento de temperatura produzido pelo ultra-som depende de uma série de fatores,

incluindo a temperatura maxima alcangada, a elevagéo da taxa de calor e o tempo de



exposigéo ao calor. Os efeitos benéficos observados dentro de uma faixa adequada de
aumento da temperatura s8o o aumento da extensibilidade do colageno dos tenddes e
cicatrizes teciduais, a diminuigdo de rigidez articular e dos espasmos musculares, o

aumento do fluxo sangiiineo e o alivio da dor.

1.4.3. Efeitos ndo térmicos do ultra-som

A utilizagdo do ultra-som pulsado, ao invés do continuo, favorece a
obtengdo dos efeitos ndo térmicos do ultra-som (DOCKER, 1987). Diferentemente
do aquecimento, a cavitagfio ocorre mais facilmente com as freqiiéncias mais baixas,
as freqiiéncias maiores causam elevagio de temperatura pelo aumento da absorgéo
das ondas ultra-sénicas (DYSON, M., 1990). Ha duas formas de cavitagfo: a
transitoria, que produz danos localizados e causa formagido de radicais livres, ¢ a
estdvel, que pode ser parcialmente responsavel pela estimulagio do reparo dos
tecidos.

FRENKEL et al. (1999), estudando os efeitos sobre o epitélio de
peixes, observaram que a cavitagdo pode ser o principal agente de alteragdes dos
tecidos bioldgicos, podendo levar a sua destruigdo. Os primeiros sinais de leséo
ocorrem com a dose de 0,75 W/em?, com aplicagdes de 90 segundos de duragéio, no
modo subaquético; sinais mais acentuados de lesfio foram observados com doses
mais altas, estando também relacionadas com o tempo de duragdo do tratamento,
podendo levar até a necrose celular, das camadas superficiais as mais profundas.

J4 a cavitago estavel pode ser parcialmente responsavel pela

estimulagdo no reparos dos tecidos, juntamente com a micromassagem, que induzem



a formagdo de bolhas de gds ao redor das células, o que pode modificar a
permeabilidade celular e a difusfio de metabolitos (DYSON, M., 1990).

A vibragdo actstica produzida pela onda de ultra-som induz a
mudangas celulares, alterando o gradiente de concentragio de moléculas e ions
(calcio e potdssio) proximo & membrana celular e sua difuséo através da membrana
(HAAR 1999).

McDIARMID (1987) afirma que os efeitos nédo térmicos, como a
cavitagdo e micromassagem, podem ser obtidos com intensidades maiores do ultra-
som, mas no modo pulsado, o que faz com que a intensidade média efetivamente
aplicada seja baixa. O ultra-som pulsado, entfio, aumentaria o grau de atividade de

cavitagfo no tecido.

Ja quando se aplica o ultra-som continuo, os efeitos térmicos
podem ser minimizados pela utilizagdo de intensidades mais elevadas por curto
espago de tempo, o que faz com que a intensidade média temporal seja igualmente
baixa (DYSON, M.,1990).

1.4.4. Efeito placebo

TASKAN et al. (1997) trataram dois grupos de animais, um com
ultra-som pulsado (ciclo de 2:8, 0,1W/cm?), e o outro com ultra-som placebo
(equipamento desligado), durante cinco minutos por dia, em sete dias consecutivos.
Analisaram a aglomeragio de leucdcitos polimorfonucleares e verificaram que néo
houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos, concluindo que os
resultados sfo devidos principalmente a fricgdo do cabegote sobre a pele do que a um

efeito do ultra-som propriamente dito.



DYSON (1987, 1990) refere que o tratamento placebo pode causar

alivio de dor em pacientes pds-cirrgicos, simplesmente pelo efeito psicoldgico.

1.5. ULTRA-SOM E CICATRIZACAO TECIDUAL

Embora os mecanismos nfo sejam ainda perfeitamente conhecidos,
é possivel que a influéncia das ondas ultra-sdnicas sobre a reagfio inflamatéria
cicatricial se faga pela estimulagdo da liberagdo de mediadores quimicos pelos
proprios tecidos (MAXWELL, 1992).

DYSON et al. (1968) demonstraram que o ultra-som melhorou a
regeneragio tecidual de feridas produzidas nas orelhas de coelhos. O tratamento foi
iniciado no 14° dia apds a produgfio da lesfio e mantido até que a regeneragéio se
completasse. Os autores utilizaram diversas intensidades de aplicagéo, tendo obtido
melhores resultados com o ultra-som pulsado (2:8) de 0,5W/cm? de intensidade, para
o tratamento de 21 dias de duragdo. Apos 35 dias de tratamento com esta dosagem, a
diferenga da cicatrizagio entre o grupo controle e o grupo tratado diminuiu. Aos 49
dias, esta diferenga foi ainda menor; segundo os autores, isto ocorreu porque o
processo reparatorio ja era completo nessa fase. Os autores concluiram que o ultra-
som acelera a cicatrizagfio, mas os melhores resultados ocorrem nas fases iniciais do
processo.

DYSON et al. (1976) também avaliaram os efeitos do ultra-som na
cicatrizagdo de ulceras varicosas crbnicas em pacientes de ambos o0s sexos.
Compararam a aplicagdo do ultra-som pulsado (2:8, freqiiéncia de 3 MHz,
intensidade de 1,0 W/cm?‘) com um placebo, por no maximo 10 minutos, conforme as

dimensdes da ulcera, aplicando o tratamento trés vezes por semana por no minimo



quatro semanas. Nos casos irradiados, foram observados aumento da temperatura
local, com retorno ao normal 1 hora depois do tratamento, melhora do aspecto
macroscopico da érea lesada e melhora da dor, mas os autores concluiram que o
mecanismo de agfio do ultra-som sobre a cicatrizagfio cutdnea nfo puderam ser
esclarecidos.

DYSON (1987) e HAAR (1999) descreveram que na fase de
inflamag#o aguda ocorre ativago de plaquetas e de mastécitos, que liberam agentes
quimiotéxicos, como leucécitos polimorfonucleares e mondcitos. Segundo DYSON
(1987), o ultra-som estimula a liberagfo pelo tecido lesado de histamina e agentes
quimiotdxicos para os mastcitos, pela degranulagdio tecidual, motivo porque o
tratamento com ultra-som pode ser eficaz quando aplicado jd poucas horas apos a
lesdo; os fibroblastos e as células endoteliais também podem ser afetados pelo ultra-
som, 0 que acarreta maior sintese de coldgeno e, por conseguinte, maior resisténcia
do tecido & tragio. O ultra-som pode também acelerar a contragio da ferida,
reduzindo assim a 4rea da lesfio, havendo ainda evidéncias de que a cicatriz tecidual

torna-se mais forte e mais eléstica.

YOUNG et al. (1990) utilizaram o ultra-som na fase aguda da
cicatrizagdo de uma éarea de 1 cm? produzida no flanco de 36 ratas, separados em
dois grupos, sendo o primeiro observado até o 5% dia pos-operatorio € o segundo, até
o 7° dia pbs-operatério; os grupos foram divididos em subgrupos, sendo metade para
controle (placebo) e metade para tratamento efetivo com o ultra-som, com freqiiéncia
de 0,75 MHz a | W/cm? no primeiro grupo, e 3 MHz a 1 W/em® no segundo grupo,
com tempo de aplicagdio uniformizado, de 5 minutos didrios. Os autores observaram

que, nos grupos tratados com ultra-som, houve aumento no numero de fibroblastos,
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os quais apresentavam melhor organizag#o, conduzindo & maior contragéo da ferida e
diminuigdo no nimero de células endoteliais, concluindo que o ultra-som ¢ um
agente acelerador do reparo tecidual.

Por outro lado, CAMBIER et al. (1997) analisaram a influéncia do
ultra-som na cicatrizagdo de queimaduras em 20 ratos, separados em dois grupos de
10 animais. No primeiro grupo, os animais foram irradiados com o ultra-som pulsado
(ciclo de 20%, freqiiéncia de 3 MHz, intensidade de 0,25 W/cm?); no segundo, com
ultra-som continuo (freqiiéncia de 3 MHz, intensidade 0,3 W/ cm?), o tratamento
sendo aplicado cinco vezes por semana, por um periodo de seis semana. Observaram
que ndo houve diferengas histologicas no aspecto geral, nem diferengas
estatisticamente significantes nos ntmeros de fibroblastos, células endoteliais,
macréfagos, dentre outros tipos de células, entre os grupos tratados com os dois tipos
de ultra-som. Os autores concluiram que os resultados observados podem estar

relacionados as doses baixas de ultra-som utilizada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. ANIMAIS

Foram utilizados 42 coelhos albinos fémeas da raca Nova Zelandia,
de idade adulta e peso médio de 2,7 Kg, provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preto da Universidade de Sao Paulo. Os coelhos
foram mantidos em gaiolas individuais , apdés o procedimento cirdrgico.

Seis animais foram excluidos do experimento, por apresentaram
infecgio nas lesdes. Assim, a analise foi realizada nos 36 animais que néo

apresentaram complicagdes.

2.2. REALIZACAO DA LESAO

Todo procedimento foi realizado no Laboratério de Bioengenharia
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S#o Paulo.
Inicialmente era feita a tricotomia do lado direito do dorso do animal a ser operado;
depois, era feita a anestesia endovenosa com dose adequada de Thionembutal®, o
animal era posicionado na mesa operatoria em decubito lateral direito e fazia-se a

anti-sepsia da pele com alcool-iodado a 4%.



Os campos operatérios eram colocados e procedia-se a realizagiio das
lesdes. Sendo a pele do coelho muito eldstica, era feita uma dobra cutdnea, que era
apoiada sobre a superficie dura da mesa para a execugdo das lesdes, com um
instrumento cortante especialmente confeccionado (punch) que removia um

segmento cutdneo redondo de 1 cm de didmetro (figura 2¢e3).

Figura 2- (A) Punch — utilizado para realizagdo das lesoes
(B) Borda cortante do punch

Figura 3- Dobra realizada na pele do dorso do coelho e realizagdo das lesdes



Eram feitas (rés lesoes (figura 4) em cada animal, distando 5 cm em
linha uma da outra, uma delas sendo submetida ao tratamento cfetivo com o ultra-
som (subgrupo A), a outra a tratamento placebo (subgrupo B) e a lerceira era deixada
intocada (subgrupo C). A ordem (proximal, média e distal) em que cada uma das
lesoes era designada para um dos subgrupos era mudada de animal para animal.
Produzidas as lesdes, elas eram cobertas com gaze estéril e o animal retornava a
gaiola para recuperagio da anestesia, o que ocorria em cerca de 20 minutos. Todo o

procedimento ndo durava mais que 40 minutos.

Figura 4- lesdes realizadas no dorso do coelho, com dimensdo de lcm de diimetro
cada lesdo.

2.3. EQUIPAMENTO DE ULTRA-SOM

Foi empregado um equipamento de ultra-som portatil de uso
clinico (SONACEL PLUS, modelo S.1050%, Bioset-Inddstria de Tecnologia

Eletronica Ltda.). O cabegote para a aplica¢do da irradiacéo foi confeccionado com



dimensdo de 5 mm de didmetro, facilitando o acoplamento com a drea a ser tratada.
A freqiiéncia de pulso utilizada foi de 3 MHz. Para 0 modo pulsado, o equipamento
trabalha com freqiiéncia de repeti¢ao de pulso de 100 Hz (figuras 5 € 6).

O equipamento foi devidamente calibrado antes de sua utilizagdo e
duas vezes no transcorrer do experimento, no Laboratério de Bioengenharia do
Departamento de Engenharia de Materiais da Escola de Engenharia de Sdo Carlos
(EESC) da USP, com dosimetro de precisio (ULTRASONIC POWER METER,

modelo UPM-DT-1).
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SONRACEL PLUS

Figura 5 - Equipamento de ultra-som clinico utilizado para o tratamento, mostrando:
(A) indicador de dose, (B) controle tempo e (C) controle da intensidade



Area reduzida com 0,5 em
de diametro

I'igura 6 — Cabegole do ultra-som, mostrando drea reduzida.

2.4. TRATAMENTO

Os animais foram divididos em dois grupos conforme o tratamento
aplicado. No primeiro (Grupo 1), o ultra-som foi aplicado diariamente, em sessoes de
seis minutos de duragdo, com intensidade de 0,8 Wem? (SATA), ciclo de trabalho de
2:8 e freqiiéncia de 3 MHz. No segundo (Grupo 2), o ultra-som foi aplicado com
intensidade de 0,4 Wem? mesmo equipamento.

O tratamento era iniciado 24 horas apés a produgao da lesao, sendo
a aplicagao realizada de forma direta, com a utilizagdo de um gel para o acoplamento
do cabegote. A aplicagio era feita com movimentos circulares ao redor da lesiio ¢ nio
sobre ela, por sele dias consecutivos, seguindo o mesmo critério para o grupo

placebo (figura 7). Como em cada animal havia (iés lesodes cuténeas. o (ralamenlo



16

cfetivo era aplicado apenas em uma (subgrupo A); das outras duas, uma recebia
tratamento placebo (subgrupo B, aplicagiio do cabegote, com o aparelho desligado) e
a outra ndo recebia qualquer tratamento (subgrupo C). No 8° dia pos-operatorio os
animais eram sacrificados ¢ a pele contendo cada uma das lesdes era dissecada.
Durante a aplicagdo do tratamento, os animais foram posicionados
e mantidos na posi¢do com o auxilio de outra pessoa, impossibilitando movimentos

que pudessem interromper a aplicagéo.

Figura 7- Tratamento com ultra-som realizado no dorso do coelho

2.5. ANALISE HISTOLOGICA
Apbés o sacrificio dos animais, a pele era cuidadosamente
dissecada, cada lesdio em separado, ressecando-se um quadrado de cerca de 3 cm de

lado contendo a lesdo no meio, que era fixado a uma placa de papel-cartdo com
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pontos passados nos quatro cantos, sem alterar a regido lesada. Isso feito, eram
mergulhadas em solugéio de formol & 10% em volume suficiente, para fixag#o, e cada
pega em seguida era preparada da maneira habitual para o estudo histolégico.

Foram obtidos cortes longitudinais e transversais da leséio, de 5 pm
de espessura, corados pelos métodos da Hematoxilina de Harris/Eosina-Floxina e
Tricrdmico de Gomori, e montados em ldmina-laminula.

As laminas foram analisadas ao microscopio de luz, registrando-se
os eventos mais significativos, como a presenga de infiltrado inflamatorio, infecgéo,
necrose, ulcerago, reagdo de corpo estranho, fibrose e reepitelizagéo, que foram os

pardmetros selecionados para comparagdo entre 0s grupos e subgrupos.

2.6. ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos na histologia foram analisados de maneira
descritiva, procurando-se buscar o seu significado clinico. Procurou-se também
avaliar a intensidade de cada evento, pela atribui¢do de cruzes, em graus que
variavam de auséncia (<), presenca leve (+), presenga moderada (++) e presenga
acentuada (+++), de modo a possibilitar sua semi-quantificagdo e posterior analise
estatistica. Para a andlise estatistica, os valores em cruzes foram convertidos em
numeros, ou seja, 0 para a auséncia (), 1 para uma cruz (+), 2 para duas cruzes (++)
e 3 para trés cruzes (+++).

A andlise estatistica dos dados foi feita pelo teste Z, que foi
calculado para que se pudesse concluir sobre a significincia da diferenga entre as
proporgGes amostrais de ocorréncia de cada um dos eventos observados nos

diferentes grupos (irradiado com o ultra-som, placebo e controle), para cada
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varidncia analisada. Justifica-se o uso desse teste por se tratarem de proporgdes

amostrais observadas em grupos diferentes.
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3. RESULTADOS

3.1. ANALISE DESCRITIVA

Foram observadas, entdo, as ocorréncias celulares e reagdes
epidérmicas supramencionadas, tais como fibrose celular, infiltrado inflamatério e
reepitelizagiio. O aspecto macroscépico das lesdes dos grupos 1 e 2, podem ser
observados nas figuras 8, 9 e 10. De modo geral, todos os animais de ambos os
grupos apresentavam, em todos os subgrupos, todos os pardmetros analisados,

diferindo apenas no que tange a intensidade.
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Figura 8 - Aspeclo macroscopico das lesoes do grupo |
(A) Primeiro dia pés operatério  (B) sétimo dia p6s operatério
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3.1.1. Grupo 1 (0,8 W/em®)
A andlise comparativa dos pardmetros entre os subgrupos A
(irradiado), B (placebo) e C (controle) mostrou:

o Fibrose: foi similar nos trés subgrupos, com alguns animais
apresentando infiltrado inflamatério mononuclear e infiltrado inflamatério misto
(figura 11).

o Infiltrado inflamatério: foi mais evidente nos subgrupos B e C, com
alguns animais apresentando infiltrado mononuclear com eosindéfilos, processo
inflamatério misto com eosindfilos e processo exsudativo neutrofilico e
necrético, dados que podem sugerir que, na dosagem utilizada, o ultra-som pode
ter contribuido para diminuir o processo inflamatério no subgrupo (figura 12).

e Reepitelizagio celular: esteve presente apenas nos subgrupos A e B, o
que pode significar uma agfio benéfica do ultra-som no subgrupo A e do efeito
placebo no subgrupo B; de fato, no subgrupo B o atrito do cabegote promoveu

massagem local, com hiperemia visivel durante a aplicag@o.

3.1.2. Grupo 2 (0,4 W/cmz)
Na comparagfio entre os subgrupos A (ultra-som ), B (placebo ) e C
(controle), observou-se:
e Fibrose: foi similar em todos os subgrupos, com as mesmas
caracteristicas celulares do Grupo 1, ou seja, com alguns animais apresentando

infiltrado inflamatério mononuclear e infiltrado inflamatério misto (figura 13).



e Infiltrado inflamatério: mostrou-se similar entre os subgrupos, com
predominio nos subgrupos A ¢ B ¢ com as mesmas caracterfsticas celular do
Grupo 1, com alguns animais apresentando infiltrado inflamatério mononuclear
com eosindfilos, processo inflamatério misto com eosindfilos e processo
inflamatério exsudativo neutréfilico e necrético. Estes dados podem sugerir que,
na dosagem utilizada, o ultra-som nfio promoveu a diminui¢do do infiltrado
inflamatério no subgrupo A, o mesmo tendo ocorrido no subgrupo B (placebo).

o Reepitelizagdo celular: foi observada nos wrés subgrupos, com
predominio dos subgrupos A e B, o que pode sugerir tanto a a¢éo do ultra-som na
aceleragio da reepitelizagdo no primeiro, como a agéio do efeito placebo no

segundo, de modo semelhante ao observado no Grupo | ( figura 14).

Figura 11- Microscopia da epiderme de coelho, corada pela Hematoxilina-Eosina. Corte
transversal, mostrando fibrose de moderada intensidade. Aumento 20 X.. (Animal grupo 1)



Figura 12 - Microscopia da epiderme de coelho, corada pela Hematoxilina-Eosina. Corte
transversal mostrando epiderme integra e moderada fibrose, com discreto infiltrado
inflamatério. Aumento 10X. ( Animal grupo 1)

Figura 13- Microscopia da epiderme de coelho, corada pela Hematoxilina-Eosina.
Corte transversal, mostrando moderado infiltrado inflamatério ¢ discreta fibrose.
Aumento de 20X. (Animal do grupo 2)

23
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Figura 14- Microscopia da epiderme de coelho, corada pela Hematoxilina-Eosina.
Corte transversal, mostrando epiderme sem alteragfio histolégica significante.
Aumento de 10X. (Animal do grupo 2)

3.1.3. Comparagdo entre os Grupos 1 e 2
e Infiltrado inflamatdrio: presente nos subgrupos A e C do Grupo I, e A e
B do Grupo 2, provavelmente indicando que as diferentes dosagens empregadas
tiveram o mesmo efeito nos subgrupos A (ultra-som).
e Fibrose: similar entre os grupos.
e Reepilelizagdo: presente nos subgrupos A e B dos Grupos | e 2,
provavelmente mostrando que, em ambos os grupos, houve um efeito benéfico

tanto do ultra-som como do placebo na reepitelizagdo celular.
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3.2. PROPORCAO DE OCORRENCIA (entre os grupos e

subgrupos)

No teste de analise da proporgdio de ocorréncias, foram avaliados

os resultados das amostras de cada subgrupo em cada grupo (anexos A, B, C)

3.2.1 Infiltrado inflamatorio

A andlise Grupol mostrou diferenga estatisticamente significante
entre os subgrupos Al (ultra-som) e o subgrupo de controle (Cl1), este ultimo tendo
apresentado acentuado infiltrado inflamatério. Na comparagéo entre os Grupos 1 € 2,
houve diferenga estatisticamente significante entre os subgrupos Al e A2, infiltrado

inflamat6rio mais acentuado tendo sido observado no segundo (figura 15 e anexo A).

3.2.2 Fibrose

N#o houve diferenga estatisticamente significante entre os
subgrupos de ambos os grupos, porém a andlise entre os Grupos 1 e 2 mostrou

diferenca estatisticamente significante na quantidade de fibrose encontrada, maior no

primeiro, com o tratamento de ultra-som (figura 16 e anexo B).

3.2.3 Reepitelizagdo

Nio houve diferenga estatisticamente significante entre os subgrupos
de ambos os grupos e entre os Grupos 1 e 2, embora a observagdo dos numeros

obtidos mostre que a reepitelizag@o foi maior no grupo A2 (figura 17 e anexo C).
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Figura 15 — Histograma mostrando o comportamento do infiltrado inflamatério nos

grupos.
Os resultados sdo expressos pela auséncia, presenga leve, moderada e acentuada.
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Figura 16 — Histograma mostrando o comportamento da fibrose nos grupos.
Os resultados sfio expressos pela auséncia, presenga leve, moderada e acentuada.
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Figura 17 — Histograma mostrando o comportamento da reepitelizagéo nos grupos.
Os resultados siio expressos pela auséncia, presenca leve, moderada e acentuada.
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4-DISCUSSAO

O ultra-som é um recurso muito utilizado, tanto na area médica,
principalmente para diagnoéstico, como na reabilitagfio, sendo o mais utilizado para
reparagiio dos tecidos moles (DYSON, 1987). No que se refere ao tratamento de
feridas experimentais, podem ser encontrados na literatura resultados positivos e
negativos (RIET et al., 1996). Trabalhos que utilizam o ultra-som para promover a
reparagio tecidual, como os de (DYSON et al.,1968, 1978) e (YONG et al.,1990),
demonstraram a proliferagdo de fibroblastos e células endoteliais, bem como a

aceleragfio no processo regenerativo.

O interesse do presente trabalho foi avaliar a cicatrizagéio tecidual
em feridas de coelhos, observando as ocorréncias celulares, apds o tratamento com
ultra-som terapéutico, em comparagio com feridas néo tratadas.

O coelho foi escolhido como modelo experimental, por ser um
animal de facil manuseio e manutengfio, sendo também de dimensdes adequadas a
produgfo das lesdes planejadas e ao tratamento com o ultra-som. As lesbes foram
realizadas no dorso do coelho, por ser uma regifio relativamente protegida de
contaminagfio, pelo menor contato com fezes e com a saliva do animal, o que

diminuia o risco de infecgfo. Apesar disso, seis coelhos foram excluidos do trabalho

por apresentarem infecgéo.
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Uma dificuldade inesperada foi a grande mobilidade da pele do
coelho, no plano entre a derme e a camada fascial e muscular, quase impossibilitando
sua estabilizagiio para que as lesdes fossem produzidas. O artificio de fazer uma
prega sobre uma superficie dura deu bons resultados, facilitando o uso do aparelho
confeccionado com o fim de remover um segmento cutdneo padronizado (punch).

A aplicagdo do tratamento com o ultra-som ndo foi, em si,
problematica. O aparelho utilizado é de emprego rotineiro na pratica clinica,
demandando apenas a adaptagdio do cabegote, para aplicagdo em pequenas areas.
Para evitar erros na aplicagfo, o aparelho foi calibrado e submetido & dosimetria
antes do inicio do trabalho e no seu decorrer, cuidado indispensavel para assegurar a
correta dosagem de aplicagio (LLOYD & EVANS, 1988). De fato, as calibragens
intermedidrias confirmaram que nfio havia ocorrido alteragdo na dosagem liberada
pelo aparelho.

O gel foi utilizado como agente acoplador para evitar a interposigéo
de ar entre o transdutor e o tecido, o que acarretaria perda de pelo menos uma parte
da dose aplicada, conforme salientam DOCKER (1987) e MCDIARMID (19877), e
para permitir o deslizamento do cabegote na superficie da pele. Aqui também, a
confecgdio do cabegote com 5 mm de didmetro favoreceu em muito o acoplamento
com a regido tratada.

Alguns estudos relatam que a agdio do ultra-som no reparo tecidual
ocorre principalmente com a dosagem entre 0,1 a 1,0 W/em?, no modo pulsado,
devido ao menor efeito térmico (DYSON et al., 1968; HAAR, 1999; MCDIARMID,
1987). Optou-se aqui por realizar o tratamento com duas doses diferentes (0,8 W/em?

e 0,4 W/em?, (SATA)), exatamente para avaliar se a dosagem ¢ um fator importante
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na determinagéio dos resultados. O modo pulsado foi o preferido para minimizar os
efeitos térmicos do ultra-som, indesejaveis na fase aguda do reparo tecidual (HAAR,
1987, 1999).

A aplicagio do ultra-som foi iniciada apos 24 horas e realizado
durante os primeiros sete dias apos a produgéo da lesdio, com o objetivo de interferir
justamente nos estagios iniciais do processo reparador, na sua fase inflamatoria
aguda, conforme recomendaram HART (1998), DYSON (1990) e YOUNG &
DYSON (1990). Ja o tempo de aplicag@o foi de seis minutos, por corresponder ao
que ¢ empregado na pratica clinica.

E interessante frisar que o ultra-som tem sido empregado no
tratamento de tlceras varicosas (DYSON et al., 1976), que apresentam significativa
melhora, macroscopicamente detectavel, ao tratamento por um periodo de quatro
semanas. No presente trabalho, o periodo de apenas sete dias consecutivos foi

preferido, abrindo-se méo do estudo da influéncia do ultra-som sobre o processo de

reparo tardio.

Na analise descritiva das alteragdes celulares, observou-se pouca
variagdo nos trés subgrupos (tratado, placebo e controle) do Grupo 1 (0,8 W/cmz).
No subgrupo tratado nfio houve alteragio na formagfio de fibrose, mas sim
diminui¢#o do infiltrado inflamatério. Na andlise semiquantitativa, quando aplicado
o teste estatistico, nenhuma destas alteragdes foram significantes.

Para o Grupo 2 (0,4 W/cmz), também observou-se uma variagfo
minima das células presentes, nos trés subgrupos (tratado, p]acebd e controle),
sempre com alteragdes mais marcantes no subgrupo tratado com o ultra-som. Apesar

desse predominio, os dados demonstram que a utilizagdo do ultra-som na dosagem
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mais baixa nfio interferiu no processo de reparo tecidual, pois as alteragdes
observadas ndo foram significantes do ponto de vista estatistico.

Apos analisar os efeitos da aplicagdo do ultra-som em lesGes
produzidas nas orelhas de coelhos, DYSON et al., (1968) relataram que os melhores
resultados foram obtidos com as doses entre 0,1 ¢ 1,0 W/cm?. No presente trabalho, a
dose mais efetiva foi de 0,8W/cm?, embora algumas alteragdes também tivessem sido
produzidas pela dose mais baixa; de qualquer modo, ambas se encontram dentro da
faixa determinada por aqueles autores.

Quando os resultados observados no grupo placebo foram similares
aos do grupo tratado com o ultra-som, a interpretagio dada foi que o efeito de
massagem gerado pelo cabegote do ultra-som promove uma hiperemia durante a
aplicagfio, que ¢ inclusive visivel, assim gerando os efeitos benéficos, conforme
relataram TASKAN et al., (1996).

A analise estatistica mostrou que houve diferengas significantes
entre os grupos, para infiltrado inflamatorio, que foi mais evidentes no Grupo 2 (0,4
W/cm?), ¢ fibrose que foi maior no Grupo 1 (0,8 W/cm?),

Ja& no que se refere a reepitelizagdo, ndo houve diferengas
significantes entre os grupos, mas a analise dos resultados absolutos mostra que esse
fendmeno foi mais intenso no Grupo 2, indicando que as menores intensidades de
aplicagdo podem ser mais benéficas. FRENKEL et al.,(1999) relatam que as
intensidades mais elevadas promovem um aumento da temperatura, a qual pode levar
a alteragdes teciduais irreversiveis, com a produgéo de falhas na superficie celular e

dispersdo dos componentes intracelulares, tais como segmentos da membrana

celular, organelas e fibras intracelulares.
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5. CONCLUSOES

Os achados obtidos neste trabalho permitem concluir que a
irradiagdo com o ultra-som pode induzir alteragdes na cicatrizagdio de feridas
cutineas de coelhos, com efeitos benéficos (reepitelizagdo) mais acentuados com a

utilizagfo de menor dosagem ( 0,4 W/cm?2, SATA).



Anexo A - Tabela demonstrando resultados numéricos e estatistico da andlise
histol6gica de cada grupo para infiltrado inflamatério

INFILTRADO
INFLAMATORIO | Al X Bl Al X Cl Bl X Cl
Ausente 4X4 4x4 4x4
9X6 9x6
Leve p=0,16 p=0,16 6x6
ns ns
5x6 6x5
Moderado p=0,36 5x5 p=0,36
ns ns
0x2 0x3 2x3
Acentuado p=0,072 p=0,035 p=0,15
ns * ns
INFILTRADO
INFLAMATORIO A2 X B2 A2XC2 B2 X C2
2x1 2x3 1x3
Ausente p=0,27 p=0,32 p=0,14
ns ns ns
8x9 8x10 9x10
Leve p=0,37 p=0,27 p=0,37
ns ns ns
4x5 4x2 5x2
Moderado =0,35 p=0,19 p=0,10
ns ns ns
4x3 4x3
Acentuado p=0,37 p=0,37 3x3
ns ns
INFILTRADO
INFLAMATORIO | Al X A2 B1 X B2 Cl1XC2
4x2 4x1 4x3
Ausente p=0,19 p=0,074 p=0,34
ns ns ns
9x8 6x9 6x10
Leve p=0,37 p=0,16 p=0,09
ns ns ns
5x3 6x5 Sx2
Moderado p=0,35 p=0,36 p=0,10
ns ns ns
0x4 2x3
Acentuado p=0,035 p=0,32 3x3
* ns

(*) significante

(**) muito significante
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Anexo B - Tabela demonstrando resultados numéricos e estatistico da andlise

histolégica de cada grupo para fibrose

FIBROSE Al X Bl Al X Cl Bl X Cl1
1x2 1x3 2x3
Ausente p=0,27 p=0,14 p=0,32
ns ns ns
8x7 8x4 Tx4
Leve p=0,37 p=0,078 p=0,18
ns ns ns
9x8 9x10 8x10
Moderado p=0,37 p=0,37 p=0,27
ns ns ns
0x1 Ox1
Acentuado p=0,15 p=0,15 Ix1
' ns ns
FIBROSE A2 X B2 A2 X C2 B2 X C2
5x4 4x5
Ausente p=0,35 5x5 p=0,35
ns ns
2x5 2x3 ax3
Leve p=0,10 p=0,32 p=0,21
ns ns ns
11x8 11x10 8x10
Moderado p=0,16 p=0,37 p=0,25
ns ns ns
0x1 1x0
Acentuado p=0,15 0x0 p=0,15
ns ns
FIBROSE Al X A2 B1 X B2 Cl1 XC2
1x5 2x4 3x5
Ausente p=0,037 p=0,19 p=0,21
" ns ns
8x2 7x5 4x3
Leve p=0,017 p=0,24 p=0,34
& ns ns
9x11
Moderado p=0,25 8x8 10x10
ns
1x1
Acentuado 0x0 1x1 p=0,15
ns

(*) significante

(**) muito significante
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Anexo C - Tabela demonstrando resultados numéricos e estatistico da andlise

histolégica de cada grupo para reepitelizacdo

REEPITELI A1 X Bl Al XCl B1XCl
ZACAQO
16X17 16x18 17x18
Ausente p=0,27 p=0,07 p=0,16
ns ns ns
2x1 2x0 1x0
Leve p=0,27 p=0,27 p=0,27
ns ns ns
Moderado 0x0 0x0 0x0
Acentuado 0x0 0x0 0x0
REEPI”I:ELIZA-
CAO A2 X B2 A2 X C2 B2XC2
14x15 14x16 15x16
Ausente p=0,34 p=0,19 p=0,31
ns ns ns
4x3 3x2 3x2
Leve p=0,34 p=0,19 p=0,19
ns ns ns
Moderado 0x0 0x0 0x0
Acentuado 0x0 0x0 0x0
REEPI”l:ELIZA-
CAO Al X A2 Bl X B2 Cl1XC2
16x15 17x15 18x16
Ausente p=0,19 p=0,15 p=0,07
ns ns ns
2x4 1x3 0x2
Leve p=0,19 p=0,14 p=0,27
ns ns ns
Moderado 0x0 0x0 0x0
Acentuado 0x0 0x0 0x0

(*) significante

(**) muito significante
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