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RESUMO

O ultrassom terapéutico € um dos principais equipamentos utilizados na fisioterapia
para estimular a cicatrizacdo por ser um recurso de facil acesso, viabilidade
econdmica e pelos seus efeitos térmicos e mecanicos. O objetivo dessa pesquisa
experimental foi analisar os efeitos provocados pela onda ultrassGnica no modo
continuo na reparacao cutanea por primeira intencdo em ratos. Foram utilizados 90
ratos Wistar, adulto-jovens, com massa corporal média 230g, divididos em 3 grupos
de 30: controle (tratado com ultrassom desligado), grupo 1 (tratado com ultrassom
0,5W/cm?) e grupo 2 (tratado com ultrassom 2,0W/cm?). Estes foram subdivididos
em 3 grupos de acordo com as fases de cicatrizacdo e numero de sessbes
terapéuticas consecutivas (3, 7 e 21 dias). A terapia ultrassénica teve inicio apés 24
horas do término do ato cirdrgico, em regido dorsal, aplicando a freqiéncia de 3MHz,
nas intensidades 0,0W/cm?, 0,5W/cm? e 2,0W/cm?, no tempo de 5 minutos sob a
técnica de deslizamento. Os animais foram sacrificados de acordo com as fases 3, 7
e 21 dias e submetidos a andlise histoldgica. Os resultados dos coldgenos obtidos
pelas analises estatisticas quantitativa e qualitativa, além da morfologia, nos levaram
a concluir que o ultrassom promoveu um melhor estimulo da 4rea em regeneracao
no grupo 1 quando aplicado até 7 dias. O grupo 2 nao foi terapéutico.

Palavras-chave: Ultrassom. Continuo. Cicatrizacao.



ABSTRACT

The therapeutic ultrasound is one of main resources used in physical therapy to
stimulate healing by its easy access and their mechanical and thermal effects. This
experimental research examined the effects caused by the ultrasonic wave in
continuous repair the skin by first intention in rats. We used 90 Wistar rats, adult-
young, with meaning body weight 230g, were divided into 3 groups of 30: Control
(treated with ultrasound off), Group 1 (treated with ultrasound 0.5W/cm?2) and group 2
(treated with ultrasound 2.0W/cm?). These were divided into 3 groups according to
the stages of healing and number of consecutive therapeutic sessions (3, 7 and 21
days). The ultrasound treatment began 24 hours after the and of surgery in the dorsal
region, applying the frequency of 3MHz, the intensity 0.0W/cmz2, 0.5W/cm2 and
2.0W/cmz, for 5 minutes under the technique of sliding. The animals were sacrificed
according to the phases 3, 7 and 21 days and subjected to histological analysis. The
results of collagen obtained by quantitative and qualitative statistical analysis, in
addition to morphology, led us to conclude that the ultrasound promoted a better
stimulus for regeneration in the area in group 1 when applied up to 7 days. Group 2
was not therapeutic.

Keywords: Ultrasound. Continuous. Wound healing.
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1 INTRODUCAO

Imediatamente ap0s um ato cirdrgico ocorre aplicacdo de recursos
antiinflamatdérios e antiinfecciosos com propositos preventivo e terapéutico. Na
sequéncia, espera-se normalidade no processo de regeneracéo no local da inciséo
cirargica.

A preocupacdo com os padrdes de normalidade e qualidade da formacé&o da
cicatriz ndo ocorre apenas com pacientes provenientes de cirurgias plasticas, mas
com todos submetidos a lesbes cirargicas em geral. Este fato fundamenta-se em
dois fatores: aquisicdo permanente de uma cicatriz indesejavel em qualquer area do
territorio corporal e presenca de retracdo da cicatriz, responsavel pela diminuicdo da
amplitude de movimento ou até mesmo a perda da funcao local.

A cicatrizacdo é um processo anatomofuncional complexo composto por
diferentes etapas. A ocorréncia de disfuncdo e alteragdo celular em uma delas
compromete o processo normal de reparacdo resultando em problemas funcionais,
morfologicos e estéticos no local da cicatriz.

O processo de reparacao tecidual demanda substituicdo do tecido lesado por
um novo tecido acompanhado por uma neovascularizagdo. Ocorre regeneracao
tissular através da plasticidade das células labeis capacitadas em neoproliferacédo
celular, formacéao de tecido de granulacdo e reconstrucao do tecido. O resultado final
do processo depende do tipo de tecido lesado e da extenséo da lesao.

Abbas et al. (2006) relataram que a formacé&o deficiente de uma cicatriz com
auséncia de infeccdo ocorre em funcdo de um depésito inadequado do tecido de
granulacdo e acumulo exagerado de colageno, podendo levar a deiscéncia,
ulceracao da ferida e formacao de queloide.

A alta incidéncia na procura por tratamentos que impecam a formacao de
cicatrizes hipertroficas e queloideanas, estimula o desenvolvimento de pesquisas
com recursos que possam prevenir ou auxiliar a qualidade da cicatriz. A fisioterapia
apresenta varios equipamentos facilitadores da cicatrizacdo como laser, corrente de
baixa frequiéncia, alta freqiéncia e o ultrassom terapéutico.

Low e Reed (2001) fazendo uso do ultrassom terapéutico relataram melhora
na qualidade da cicatriz e diminuicdo do tecido fibroso. Da mesma forma,

constataram que a velocidade de fechamento da ferida cicatricial e suas taxas de
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contragdo também foram alteradas significativamente com o uso do ultrassom
terapéutico.

De acordo com Starkey (2001) a aplicacdo da terapia ultrassbnica acelera a
fase inflamatdria do processo de cicatrizacdo tecidual. A atividade fagocitaria dos
macréfagos é influenciada positivamente pela aplicagdo do modo continuo.

Borges (2006) descreveu que o uso do ultrassom terapéutico possui maior
eficacia quando aplicado na fase inflamatoéria e inicio da fase proliferativa do reparo
até 15 dias apos a situacao lesional.

Na fase inflamatéria o ultrassom possui efeito estimulante sobre mastécitos,
plaguetas, leucdcitos, macréfagos (WATSON, 2008). Segundo Leung et al. (2004)
Nussbaum (1997), Mortimer e Dyson (1988) a aplicacdo do ultrassom induz a
degradacdo dos mastoécitos. Esse resultado melhora a qualidade e mantém os
padrbées de normalidade dos eventos inflamatérios.

Harvey et al. (1975) analisaram o uso do ultrassom continuo de 3MHz, nas
intensidades 0,5W/cm? e 2,0W/cm? durante 4 dias. Constataram um aumento
significativo da sintese protéica e alteracdo na membrana da célula, além da
quantidade de fibroblasto, o qual resultou em maior sintese de colageno.

Estendendo o uso da terapia ultrassdnica em todas as fases do processo de
reparacdo, Ng e Fung (2007) em estudo experimental com ratos, analisaram o
ultrassom terapéutico no modo continuo nas intensidades 0,5W/cm2, 1,2W/cm?2,
2,0W/cm2 e controle em 22 sessdes terapéuticas com tempo de aplicacdo de 1
minuto constataram que a alta intensidade utilizada num curto periodo de tempo de
aplicacdo estimula a regeneracédo do colageno independentemente da dose.

Entretanto, diversos autores relatam que a aplicacdo da terapia ultrassénica
de baixa intensidade apresenta-se como 0 método mais indicado no processo de
cicatrizacdo (AMANCIO, 2003; ENWEKA et al., 1989; FAGANELLO, 2003; GAN et
al., 1995; KITCHEN; BAZIN, 1996; OLSSON et al., 2006; BORGES, 2006; DYSON,
1990 apud GUIRRO; FERREIRA; GUIRRO, 1995; GUIRRO; GUIRRO, 2002).
Apesar disso, € consenco entre 0s autores a necessidade de um maior numero de
analises no referente a terapia ultrassonica, bem como é defeso a necessidade do
desenvolvimento de novos protocolos sobre freqiéncia, modo de emissdo de onda,

intensidade e tempo de aplicacao.



17

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos das intensidades 0,5W/cm? e 2,0W/cm? do ultrassom
terapéutico de 3MHz de frequiéncia, em modo continuo, no processo de cicatrizacdo

em pele de ratos.

1.1.2 Objetivos especificos

- Analisar histomorfologicamente a presenca de tecido de granulacdo no local da
les&o incisional dorsal por primeira intengcdo em pele de ratos em seus determinados
tempos (fase inflamatéria, proliferativa e remodelagem) ap6s a aplicagdo do
ultrassom terapéutico;

- Analisar qualitativamente os aspectos da epiderme e da derme no processo de
regeneracao tecidual promovido pelo protocolo estabelecido;

- Analisar quantitativamente os colagenos tipos | e Il utilizando microscopia de

polarizacéo e programa Image-Pro Plus, Cybernetics®, versao 4.5.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PELE E ANEXOS

A pele que recobre a superficie corporal € constituida por uma porcao epitelial
de origem ectodérmica e outra mesodérmica, por¢do conjuntiva ou derme. Abaixo,
situa-se a hipoderme, tecido celular subcutaneo, paniculo adiposo. A pele e tela
subcuténea, juntamente com seus anexos constituem o sistema tegumentar. As
funcdes desse sistema sado: protecdo, regulacdo da temperatura, excrecao,
sensibilidade tatil, producdo de vitamina D. Devido a camada queratinizada da
epiderme, ha protecdo do organismo contra atrito e desidratacdo. As terminacdes

nervosas sensitivas enviam mensagens ao S.N.C. Suas glandulas sudoriparas
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participam da termorregulacédo e excrecdo de compostos. Atuam contra penetragao
de microrganismos. A melanina da epiderme tem funcao fotoprotetora contra raios

solares.

2.1.1 Epiderme

Constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. Suas células
sdo: melandcitos, células de Langerhans, corpusculo de Merkel e queratinécitos em
maior quantidade. Esta subdividida em cinco camadas descritas a seguir.

A camada germinativa ou basal € a mais profunda, sendo constiuida por
células prismaticas ou cubdides que fazem a juncdo com a derme ou tecido
conjuntivo. A mesma € responsavel pela constante renovacdo da epiderme onde as
células sédo deslocadas a superficie até camada cornea em cerca de 21 a 30 dias.

A camada espinhosa € formada por células cubdides e achatadas, possuindo
grande quantidade de tonofilamentos que mantém a coesdo das células da
epiderme na resisténcia ao atrito. Na camada granulosa, o citoplasma apresenta
granulos de gquerato-hialina. Essa camada é formada por células que ja estdo em
degeneracdo com granulos de queratina ou de melanina atrofiados em seus
citoplasmas.

A camada lucida é constituida por uma delgada camada de células achatadas
mais proeminentes em areas de pele espessa. Quando visivel, tem aspecto de linha
clara, brilhante e homogénea.

A camada cornea é a mais superficial da epiderme. Apresenta varias células
mortas e interligadas. Seu citoplasma € repleto de queratina. Protege 0 organismo
de invasao do meio externo.

Dentre os anexos cutaneos estdo os foliculos pilosos e as glandulas
sudoriparas e sebaceas. No cortex do pélo ha presenca de cistina gerando reagdes
gram-positivas. Na regido da raiz do pélo h& presenca de melandcitos os quais
transferem granulos de melanina para os pélos.

As glandulas sebaceas encontram-se associadas aos foliculos pilosos, as

glandulas holécrinas, com caracteristica aoveolar variavel.
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2.1.2 Derme

A derme constituida por tecido conjuntivo apresenta-se como uma camada
espessa apoiada na epiderme e hipoderme. Apresenta espessura variavel,
constituida por duas camadas: papilar, mais superficial e reticular, profunda.

A camada papilar € constituida por tecido conjuntivo frouxo e forma as papilas
dérmicas. As papilas aumentam o contato da epiderme com a derme. Ha fibrilas de
colageno que prendem a derme a epiderme e 0s vasos sanglineos ai presentes
nutrem e oxigenam a epiderme.

A camada reticular € mais espessa e constituida por conjuntivo denso. As
duas camadas possuem fibras elasticas, vasos sangiineos e linfaticos, nervos e
outras estruturas derivadas da epiderme como foliculos pilosos, glandulas sebaceas

e sudoriparas.

2.1.3 Tecido Conjuntivo

O tecido conjuntivo pode ser descrito como o tecido responsavel pelo
arcabouco do organismo, tanto nas partes moles como nas partes duras. Nao é
uniforme e compreende varios tipos e varias funcdes diferentes.

Esse tecido é o principal componente dos tecidos moles, conectando o0s
outros componentes. Serve como reserva para hormonios que controlam o
crescimento e a diferenciagéo celular.

A grande variedade de moléculas do tecido conjuntivo desempenha
importantes papéis biolégicos como reserva de fatores de crescimento que
controlam a proliferacao e diferenciacao celular.

O tecido conjuntivo possui as funcdes de dar forma e sustentacdo a varios
orgaos, defesa do organismo a agentes infecciosos, energia, transporte,

armazenamento e reparo.
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2.1.3.1 Células do tecido conjuntivo

As principais células do tecido conjuntivo sao: fibroblastos, macréfagos,
mastocitos, plasmacitos, células adiposas, linfécitos e leucdcitos.

O numero de fibroblastos € estimulado pela presenca de produtos de
decomposicao protéica. Sdo os fibroblastos que sintetizam colageno, elastina,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas multiadesivas as quais faréo
parte da matriz extracelular. Sao as células mais comuns do conjuntivo, capazes de
modular sua atividade metabdlica. Quando as células estdo em intensa atividade de
sintese sdo denominadas de fibroblastos, ja as células metabolicamente quiescentes
sdo chamadas de fibrocitos. Durante o processo de cicatrizacdo, tornam-se
especialmente ativos. Os fibroblastos possuem citoplasma abundante, basofilos, rico
em reticulo endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi bem desenvolvido.

Os miofibroblastos sdo similares aos fibroblastos, possuem em suas
estruturas fibras de actina e miosina e fazem a funcdo contratil no reparo para a
retracdo e encolhimento do colageno primario.

Os plasmdécitos sao células grandes e ovoéides com citoplasma basofilos e
reticulo endoplasmatico rugoso. Apresentam nucleos esféricos e lembram roda de
carroca. S80 pouco numerosos no tecido conjuntivo normal, exceto nos locais
sujeitos a penetracdo de bactérias e proteinas estranhas. Sdo abundantes nas
inflamac@es cronicas, aonde predominam plasmacitos, linfécitos e macrofagos. Sao
células derivadas dos linfocitos B e responsaveis pela sintese de anticorpo. Também
chamadas de linfécitos ativados.

Os leucécitos ou glébulos brancos sédo constituintes do tecido conjuntivo
provenientes do sangue por diapedese, migracao através da parede dos capilares e
vénulas. Os leucécitos sdo células especializadas em defesa contra agentes
agressores com grande atuacdo no processo inflamatorio. Num processo de
quimiotaxia, no qual células séo atraidas por moléculas especificas, ha migracéo de
vérias células para a regido da inflamacgéo dentre elas, os leucécitos. Esses cruzam
as paredes dos vasos por diapedese.

Os leucécitos estdo classificados em dois grupos: granulocitos e
agranulécitos. Os granulécitos possuem nucleos irregulares, sdo os neutrofilos,
eosinofilos e basdfilos. Sdo azurdfilos, coram em cor parpura. Ja os agranulécitos

apresentam seus ndcleos mais regulares: monacitos e linfocitos.
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Os neutréfilos ou polimorfonucleares apresentam nudcleos ligados por 3
l6bulos por pontes de cromatina. Na sua forma jovem é chamado de bastonete. Os
neutrofilos fazem parte da defesa do organismo, fagocitando, digerindo bactérias e
fungos. O aumento da quantidade de neutréfilos indica uma infeccdo bacteriana.
Também sdo chamados de microfagos. Apos lesdo tecidual os neutrofilos,
mondcitos e eosinofilos migram do sangue para o tecido conjuntivo representando a
inflamacé&o aguda.

Os eosindfilos sdo menos numerosos do que os neutréfilos. Apresentam
granulagdes ovodides e coram-se com eosina em vermelho-alaranjado; fagocitam e
digerem complexos de antigenos com anticorpos presentes nas alergias e também
aparecem em fases inflamatérias subagudas. Os basofilos liberam histamina e
participam em reac0des alérgicas.

Os monocitos apresentam nucleo em forma de rim ou ferradura. No sangue
passam por uma fase de maturacdo e ao penetrar no tecido conjuntivo Sao
denominados de macréfagos. O mondcito faz parte do sistema mononuclear
fagocitario ou histiocitario.

Os linfocitos séo responsaveis pela defesa imunoldgica do organismo. Essas
células codificam moléculas estranhas e agentes infecciosos através das respostas
humoral, (imunoglobulina) e citotéxica mediadas por células. Sdo separados em dois
tipos principais: linfécitos B e T.

Os macrofagos apresentam um nucleo oval ou em forma de rim. Derivam de
células da medula 6ssea e se dividem produzindo os mondcitos do sangue. Em
forma fixa, sdo os histiécitos. Numa segunda etapa, essas células penetram no
tecido conjuntivo cruzando paredes de vénulas e capilares, sdo amadurecidas e
chamadas de macréfagos. Estdo distribuidos em varios érgdos e constituem o
sistema fagocitario mononuclear. No figado recebem o nome de células de Kupffer,
microglia no S.N.C. e células de Langerhans na pele. Atuam no sistema de defesa,
fagocitando restos celulares, elementos anormais da matriz, células neoplasicas e
bactérias. Também processam antigenos, destroem eritrocitos velhos, participam do
metabolismo de gordura e ferro. Os macrofagos secretam colagenases, contribuindo
muito ao reparo dos tecidos e processo inflamatorio. Estdo localizados

principalmente no tecido conjuntivo e 6rgaos linféides.
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Figura 1 — Esquema das principais células do tecido conjuntivo

Fonte: Jungueira e Carneiro (2008, p. 92).

Os mastocitos possuem granulos em seu citoplasma. Seus granulos sao
eletrodensos e contém mediadores quimicos como histamina, heparina e
glicosaminoglicanos. S&o abundantes principalmente no tecido conjuntivo de
roedores. Existem pelo menos dois tipos de mastoécitos, o do tecido conjuntivo, cujo
granulo contém uma substancia anticoagulante, a heparina e o mastécito da
mucosa, 0 qual apresenta granulos condroitim sulfatados e estdo presentes na
mucosa intestinal e pulmdes.

A liberacdo de mediadores quimicos dos mastocitos promove reagao alérgica
denominada de reacdes de hipersensibilidade imediata e como exemplo pratico o
choque anafilatico. A liberacdo de histamina liberada pelos granulos dos mastécitos
produz vasodilatacdo das arteriolas, aumenta a permeailidade vascular e possibilita
a passagem de proteinas do plasma para o intersticio. Os mastocitos se localizam
na periferia dos vasos e participam na maioria das reagfes inflamatodrias. Os

mastocitos da mucosa atuam em inflamacdes alérgicas.
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2.1.3.2 Matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) influencia o crescimento e a funcéo celular sendo
constituida por compostos fibrosos como colageno e glicoproteinas adesivadas
envolvidas em um gel de proteoglicanos e acido hialurénico. Essas macromoléculas
estdo agrupadas na matriz intersticial ou na membrana basal. Na interface entre o
epitélio e tecido conjuntivo, a matriz forma a lamina basal. Na maioria dos tecidos
conjuntivos as macromoléculas da matriz sdo secretadas pelos fibroblastos. Nos
tecidos especializados sdo chamados de condroblastos e osteoblastos. Duas
principais classes de moléculas extracelulares produzem a matriz, as
glicosaminoglicanas e as proteinas fibrosas tais como colageno, elastina,
fibronectina, laminina. Os componentes da matriz sdo degradados por enzimas
proteoliticas extracelulares, as quais dependem da ligacdo do Ca e Zn. Essa matriz
também serve como um meio nos quais 0s nutrientes e catabdlitos sdo trocados

entre células e sangue.

2.1.3.3 Fibras: colagenas, elasticas e reticulares

Quando as fibras se organizam em membranas ou tenddes, formam o tecido
fibroso; quando sédo espalhadas formam o tecido frouxo. As fibras do tecido
conjuntivo séo: colagenas, elasticas e reticulares.

A molécula de colageno por si s6 é formada por 3 cadeias de polipeptideos
com uma sequéncia de glicina X-Y (aminoacidos) que se entrelacam. E uma
proteina do tecido conjuntivo que promove forca ténsil. HA mais de 27 tipos de
coldgeno os quais sao fibrilares e mais abundantes os tipos I, II, lll, V e XI. O
colageno tipo | € o maior componente de 0sso, pele, tendbes e das cicatrizes
maduras. O tipo Il das cartilagens, e o tipo Il no tecido embrionario, nos vasos
sanglineos, no Utero e no trato intestinal. O colageno tipo IV é o componente da
matriz extracelular e € encontrado nas membranas basais. O tipo V é encontrado

amplamente em varios tecidos, mas nunca como componente principal.
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Os colagenos tipo IX e Xl sdo chamados de colagenos associados as fibrilas,
pois ligam as fibrilas umas as outras. Os tipos IV e VIl sdo colagenos formadores de
rede.

A familia dos colagenos esta envolvida na fase inflamatdria, proliferativa e no
remodelamento do reparo tecidual. O pré-colageno € sintetizado de cadeiasa
seguidas pela hidroxilagdo enzimatica da prolina e lisina. Trés cadeias de pro-
colagenos alinham-se para formar a tripla hélice e o produto € secretado. No espaco
extracelular ha fragmentos C e N que séo clivados e a lisina oxidase (dependente da
vitamina C) oxida as lisinas e hidroxilisinas permitindo a estabilizacdo das fibrilas e

interligagéo das cadeias.

Figura 2 — Colageno Tipo | e Colageno Tipo lll.

Fotomicrografia da incisdo regenerada em 22 dias, do animal do grupo controle. Microscopia de
Polarizagéo, aumento 400x. Coloragéo Picrosirius. Nota: A. Colageno Tipo | (amarelo, vermelho);

B.Colageno Tipo Il (verde); C. Cicatriz regenerada; D. Anexos da derme.

As fibras reticulares sédo de predominantemente de colageno tipo Ill associado
a elevado teor de glicoproteinas e proteoglicanos. Possuem caracteristica argirofila
por terem afinidade aos sais de prata. Possuem polaridade positiva e no corante

Sirius red coram-se em verde observadas a microscopia de polarizagdo como

mostra a figura 2.
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A elastina confere & matriz extracelular a maleabilidade. As fibras elasticas
contétm um nucleo central de elastina cercado por uma rede de fibrilina
(glicoproteina). O sistema elastico € composto por trés tipos de fibras: oxitalanica,

elauninica e elastica.

2.1.3.4 Proteinas de adesao celular

Sao as imunoglobulinas, caderinas, integrinas e selectinas. As caderinas e
integrinas sdo proteinas transmembranas. Atuam como receptoras. As caderinas
atuam com o calcio fazendo inibicdo do contato celular e ligando-se a actina. As
integrinas mediam a adesividade entre as células e a MEC e transmitem sinais
ambientais para a célula, regulando sua proliferacéo, apoptose e diferenciacéo.

A fibronectina liga-se a muitas moléculas como colageno. Seu mRNA produz
a fibronectina tecidual formando as fibrilas nos locais da cicatrizacdo das feridas;
fibronectina plasmatica que forma um coagulo sanglineo provisério.

SPARC (osteonectina) € uma proteina &cida secretada e rica em cisteina,
dentro das moléculas de adeséo contribui para a remodelagem e inibe angiogénese.
Osteopontina regula a calcificacdo e medeia a migracdo leucocitaria. As
Trombospondinas inibem a angiogénese.

Os proteoglicanos e acido hialurbnico tém uma proteina central na matriz
extracelular ligada a um ou mais polissacarideos (glicosaminoglicanos). Sao longos
dissacarideos. A hialuronan liga-se a uma grande quantidade de 4gua, formando um
gel hidratado viscoso (SFA). O acido hialurbnico ou hialuran é um
glicosaminoglicano abundante em células mesenquimais. E o principal componente
do tecido de granulacdo recente, aumenta logo ap6s um traumatismo e em seguida
diminui entre quinto e décimo dia. Ja os glicosaminoglicanos sulfatados, sulfato 4 de

condroitina e dermatan-sulfato aumentam entre quinto e sétimo dia.
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2.2 LESAO, INFLAMACAO E REPARO DA PELE

ApoOs leséo por primeira intencédo, onde as bordas da ferida sdo encontradas
aproximadas, da-se inicio ao processo inflamatério. Nesta fase inicial, a epiderme
contribui significativamente. Na sequéncia, as epidermes das margens da leséo por
primeira intengéo tornam-se mais espessas e migra das margens profundas da lesao
a parte superior (Figura 3). Em seguida, a epiderme une-se a derme superior,
separando o tecido necrético do epitélio e da derme necrética, onde a cicatriz
crostosa contém o codgulo sangiineo seco, fragmentos de epiderme morta, fibras
de colageno e elastina. A atividade mitética esta restrita as células basais adjacentes
das margens do ferimento (ANDERSON, 1982).

Com os ferimentos aproximados, uma camada continua da epiderme se
forma em 48h. No proximo dia ou mais, a nova epiderme pode invadir a fenda da
derme formando um espordo para baixo (ANDERSON, 1982). A aparéncia da
epiderme nova ja € a similar da epiderme ndo lesada. Os esporbes serao
remodelados a partir da segunda semana.

“[...] Por volta do terceiro dia, a lesdo dérmica contém fibroblastos e brotos
capilares que migram das extremidades dos ferimentos”. No segundo dia ja &
percebida presenca de reticulina. O colageno novo aparece no quinto dia e na
guarta semana os elementos celulares e vasculares estdo diminuidos tanto em

namero quanto em concentracdo (ANDERSON, 1982).

24 horas Ja7das Semanas

Crosta

Mitoses

-«
{— Neutrdfilos ~—t— Tecido de granulagdo

— Macréfago
— Codgulo .
~t— Fibroblasto = Unido fibrosa

— Novo capilar

Figura 3 — Cicatrizacdo por Primeira Intencéo.
Fonte: Anderson (1982).
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2.2.1 Fase inflamatoria

A inflamacdo presente no processo de reparo tecidual € uma reacdo
defensiva local, em geral, restrita a area sujeita a agressdo mecanica e inflamacéao
aguda. O processo inflamatorio esta intimamente ligado ao processo de reparo e a
coagulacéo. A inflamacao serve para destruir, diluir ou imobilizar o agente agressor,
e com o tempo deflagrar uma série de acometimentos que curam e reconstituem o
tecido lesado.

Esse processo move tanto a regeneracdo da arquitetura tecidual quanto o
retorno da funcdo fisioldgica ou tecido cicatricial. Borges (2006) relata que apés 24
horas da lesdo ha inicio de proliferacdo dos fibroblastos e células endoteliais
vasculares para formar o tecido de granulacéo. E o indicador da cicatrizacdo. Esta
possui aparéncia résea, mole, granular na superficie das feridas. Ha formacédo de
pequenos Novos vasos na matriz frouxa apresentando edema (angiogénese ou
neovascularizacao).

Os sinais cardinais da inflamacédo sao: rubor, tumor, calor, dor e alteractes
funcionais. O rubor se da por uma hiperemia reativa e dilatacdo dos capilares. O
tumor é o aumento do volume no local proveniente do edema. A dor, provocada
pelos agentes fisico-quimicos da inflamacdo principalmente a bradicinina. A
hiperemia promove um aumento no numero de vasos e, conseguientemente,
aumento da temperatura local.

A angiogénese de vasos preexistentes ocorre conforme os estagios: Oxido
nitrico dilata os vasos preexistentes, o VEGF (fator de crescimento celular endotelial
vascular) aumenta sua permeabilidade, h4 degradacdo da membrana basal,
consequentemente o ativador do plasminogénio rompe o contato célula-célula. Com
isso, as células endoteliais proliferam-se e migram em direcdo ao estimulo
angiogénico. Ocorre entdo a maturagcdo celular, inibicdo do crescimento e
remodelacdo nos tubos capilares. Finalmente, h& recrutamento das células
endoteliais aonde os pericitos vao para pequenos capilares e células da musculatura
lisa vascular v8o para os grandes vasos. A migracdo direcionada das células
endoteliais na angiogénese ¢é controlada principalmente pelas integrinas,
trombospondina, SPARC, proteases.

Apbés o rompimento dos vasos, a coagulacdo e seus componentes e

agregacao plaquetaria formam um coagulo considerado como uma matriz provisoéria
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para a migracdao celular. Na sequéncia, a adesédo das plaguetas ocorre pelas
glicoproteinas presentes em suas membranas e estas apresentam sitios de ligacéo
para fibrinogénio, fibronectina e trombospondina. As plaguetas secretam varias
citocinas: fator de crescimento derivado da plagueta (PDGF), fator transformador do
crescimento alfa, o TGF-a e o fator transformador do crescimento beta, o TGF-
necessarios a formacédo do novo tecido. Também libera substancias vasoativas
como serotonina, ADP, calcio e tromboxane necessarias a constricdo dos vasos
sangiineos e prevencao de hemorragia.

As plaguetas sdo fundamentais na cicatrizacdo, formando um tampao. A
participacdo da coagulacdo sanguinea na resposta inflamatéria libera varios
compostos dentre eles o fator de Hageman, anafilatoxinas C3a e C5a. Ha um
aumento na permeabilidade dos vasos, atracdo de neutrofilos e mondcitos no local
da lesdo e estimulo de outros mediadores vasoativos como histamina, leucotrienos
C4 e D4 e produtos derivados do oxigénio. As prostaciclinas inibem a agregacgao
plaquetéria, a antitrombina Ill inibe a atividade da trombina, ha lise do coagulo
convertendo plasminogénio em plasmina.

Os neutréfilos e monécitos chegam ao tecido, atraidos pelos fatores
quimiotaticos como fibrinopeptideos da degradacédo da fibrina, C5a, leucotrienos,
entre outros. Esses mesmos fatores estimulam a elastase e colagenase. Assim, 0s
neutroéfilos no sitio da lesdo liberam enzimas e produtos téxicos do oxigénio os quais
destroem bactérias e alteram o tecido. Se ndo houver contaminacdo da ferida, em
poucos dias cessa a infiltracdo de neutréfilos, ou serdo fagocitados pelos
macrofagos tissulares finalizando a inflamacgao.

As células envolvidas na inflamacdo podem ser agrupadas em: células
presentes nos tecidos (endoteliais vasculares, mastocitos e macrofagos) e células
que chegam a partir da corrente sangiinea (plaquetas e leucdcitos). Os leucdcitos
sao ativos e divididos em células polimorfonucleares (neutrdéfilos, eosinodfilos e
basdfilos) e células mononucleares (mondcitos e linfocitos).

Os mastdécitos sdo células presentes no tecido lesado e secretam diversos
mediadores quimicos como a histamina, heparina, leucotrienos (RANG, 2001). A
histamina liberada aumenta permeabilidade capilar, faz vasodilatacdo e facilita a
passagem do fibrinogénio.

Os neutréfilos (PMN) fazem a fagocitose de microorganismos e Sao 0S

primeiros leucocitos a aderir a lesdo por quimiotaxia. Permanecem por um periodo
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até 3 ou 5 dias (DIEGELMANN et al., 1981 apud MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003). Os PMN aparecem inicialmente na lesdo e ocorre um
aumento progressivo no numero de Mondcitos 0os quais saem dos vasos e se
transformam em macrofagos. Os mediadores quimicos produzidos pelos macrofagos
intensificam a migragdo e ativacdo dos fibroblastos. Os macrofagos sao
considerados como as células mais importantes dessa fase, pois fagocitam
bactérias, debridam corpos estranhos e direcionam o desenvolvimento do tecido de
granulacdo, permanecem do 3° ao 10° dia.

Os linfécitos aparecem na ferida apdés a primeira semana. Suas linfocinas
possuem influéncia sobre os macréfagos (PETROVA, 1992 apud MANDELBAUM,; DI
SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

O edema inflamatoério é influenciado pela acdo da bradicinina sobre a
histamina. Surge a dor. As prostaglandinas estdo envolvidas no calor do processo
inflamatoério. Sdo mediadoras da regulacdo térmica e ao estado febril nas reacfes

inflamatorias.

2.2.2 Fase proliferativa ou fase fibroblastica e de deposi¢cdo da MEC

Essa fase tem duracédo de 12 a 14 dias (HATANAKA; CURI, 2007) ou até 4
semanas (LOW; REED, 2001). Responsavel pelo fechamento da leséo, subdividida
em trés fases: a reepitelizacéo, fibroplasia e angiogénese (ADZICK, 1999; CLARK,
1985; MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Na Reepitelizacdo ha migracdo de queratindcitos ndo lesados das margens
da ferida os quais se proliferam, considerando os fatores de crescimento PPARa e
PPARPB, os responsaveis pelo aumento das mitoses e hiperplasia do epitélio. O
primeiro estd mais envolvido na fase inicial da cicatrizacdo e o segundo PPARf no
controle da proliferacdo dos queratindcitos desta fase (TAN et al., 2001 apud
HATANAKA; CURI, 2007). Os queratinécitos tém seu citoesqueleto alterado para a
producdo de queratina. Seu plano de movimento esta relacionado também ao
conteudo de agua presente no leito da ferida onde feridas ressecadas reepitelizam
mais lentamente (WINTER, 1962; HINMAN, 1963 apud MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003). Quando a reepitelizacdo é estabelecida, forma-se uma nova
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membrana basal, a partir das margens da ferida, fechando a nova epiderme sobre a
matriz (LOW; REED, 2001).

Apoés o trauma tissular, os vasos se contraem imediatamente e as plaquetas
se agregam e liberam seus granulos. Os elementos tissulares séo liberados,
iniciando o processo de coagulacdo. Os mecanismos da coagulacao transformam a
protrombina em trombina, que converte o fibrinogénio em fibrina, sendo
sucessivamente polimerizada, transformando-se em coagulo estavel.

A medida que se forma o trombo, consegue-se a hemostasia da ferida. Apos
uma vasoconstricdo temporaria surge uma dilatacdo secundaria por acdo das
cininas. Ha migracao de leucdcitos e proteinas plasméaticas para a ferida. Forma um
tecido granular altamente vascularizado que preenche a ferida.

Devido ao aumento de fibrinogénio, fibronectina e proteinas plasmaticas,
origina-se um estroma provisério para o crescimento de fibroblastos. A migracao e
proliferagcdo dos fibroblastos sdo reguladas por TGFa, PDGF, VEGF, FGF,
mediadores liberados pelos macréfagos e citocinaslLl e TNF formadas no local da
ferida.

A formacédo do tecido de granulagdo com origem no fibroblasto é a fibroplasia.
O tecido de granulagcdo € composto por macréfagos, fibroblastos, neomatriz,
fibronectina, glicosaminoglicanas, colageno e neovascularizagdo (MANDELBAUM;
DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Com o aumento do numero de fibroblastos
ativados para a producéo de colageno no local, a MEC comeca a ser substituida por
tecido conjuntivo mais forte e elastico (HATANAKA; CURI, 2007).

Na ferida, os fatores de crescimento produzem e depositam grandes
guantidades de acido hialurénico, fibronectina, colagenos tipo I, 1ll e VI. Em seguida,
os fibroblastos se ligam entre si e com a matriz extracelular tensionando em volta da
ferida que se contrai. O novo tecido continua crescendo para dentro a partir das
margens do tecido normal. Low e Reed (2001) relatam que forma-se rapidamente
nova membrana basal entre os capilares endoteliais e o tecido de granulacao
neoformado, substituindo a matriz provisoria. Sua eficiéncia depende da ocorréncia
em paralelo da formag&o de novos vasos sanguineos, a angiogénese (HATANAKA;
CURI, 2007). O tecido de granulacdo estad suportado por uma matriz frouxa de
fibronectina, acido hialurénico e colageno tipo I. Apresenta edema e muitos espacos

vazios devido a imaturidade dos vasos.
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O VEGF-A é o principal regulador da angiogénese durante a cicatrizacao
(HOWDIESHEL, 2001 apud HATANAKA; CURI, 2007). Breitbart et al. (2001)
constataram que o aumento do VEGF nos fibroblastos acelera a cicatrizacdo. A
angiogénese é essencial para o suprimento de oxigénio e nutrientes para a cicatriz.

Ao final desta etapa o leito da ferida esté totalmente preenchido pelo tecido de
granulacdo que lentamente € enriqguecido com deposicdo de fibras coldgenas
promovendo uma massa fibrosa, a cicatriz (MONTESANO; ORCI, 1988).

2.2.3 Retracéo da ferida

E 0 movimento centripeto das bordas da ferida. Uma ferida de espessura total
retrai cerca de 20% em relagdo ao seu tamanho de origem (STEGMAN et al., 1982
apud MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Essa fase nao é
considerada por alguns autores. A velocidade da cicatrizacdo depende da contracéo
gue tem inicio em poucos dias, ap0s a lesado, e continua por um periodo de semanas
(ANDERSON, 1982). Os responsaveis por esta contragdo sdo os miofibroblastos no

tecido de granulagao.

2.2.4 Fase de remodelagem

Com a evolugdo da cicatriz hA um aumento dos elementos constitutivos
extracelulares, principalmente colageno, com uma diminuicdo do nimero de blastos
ativos e vasos novos. O resultado final do tecido de granulacdo € uma cicatrizacao
composta de fibroblastos de aspecto inativo e fusiforme, colageno denso,
fragmentos de tecido elastico e matriz extracelular. A substituicdo do tecido de
granulagdo por uma cicatriz envolve modificagbes nos compostos da matriz
extracelular.

Alguns fatores que estimulam o crescimento da sintese da matriz extracelular
também estimulam a ativacdo das metaloproteinases MMPs da matriz, 20 enzimas
gue degradam seus compostos. Sdo enzimas dependentes do ion zinco e inibidas

rapidamente por inibidores teciduais TIMPs. Os efeitos das sinteses e degradacgéo
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resultam na remodelacdo dos locais lesionados, desbridamento. Colagenases
intersticiais clivam o colageno fibrilar dos tipos I, Il e lll. Gelatinases degradam o
colageno amorfo e fibronectina. Estromelisinas degradam proteoglicanos, colagenos
amorfos, fibronectina e laminina.

Nessa fase ha reorganizacdo de colageno e aumento da resisténcia da
cicatriz. A remodelagem envolve etapas sucessivas de producdo, digestdo e
orientacdo das fibras colagenas (HATANAKA; CURI, 2007). A ordem da deposicao
estéa relacionada a fibronectina e sdo digeridas pela enzima colagenase.

Ao final desta etapa, a coloracdo da cicatriz apresenta-se palida devido a
diminuicdo de regeneracdo de melandcitos e auséncia de neocapilares (CLARK,
1993; CLARK; HENSON, 1988). Tardiamente, a cicatriz considera-se avascular
podendo durar meses ou anos.

Nesta fase ocorre também, diminuicdo do numero de fibroblastos e de
macréfagos e aumento do contetdo de colageno, cujas fibras progressivamente se
alinham na direcdo de maior tensdo da ferida. O conteudo fibroso da cicatriz
relacionado a tensédo que incide sobre suas bordas age como elemento estimulador.
Em extensas feridas, a remodelacdo da matriz e a maturagdo da neoepiderme
ocorrem nas bordas enquanto o tecido de granulacdo invade mais 0 espaco central
da ferida diferindo qualitativa e quantitativamente a matriz extracelular central e
periférica.

A composicdo e estrutura do tecido de granulacdo dependem do tempo
decorrido da lesdo desde a agresséo, distancia da margem da ferida, citocinas
liberadas e microambiente da matriz.

As primeiras células que entram em apoptose sdo as endoteliais reduzindo o
namero de capilares, a seguir miofibroblastos e macréfagos. Dos compostos da
matriz que desempenham fun¢des importantes no reparo estdo a fibronectina e o
acido hialurénico. A fibronectina auxilia a migracdo celular, na atividade dos
miofibroblastos na contracdo da ferida e producéo de colageno. O acido hialurdnico
favorece a penetracdo da matriz pelas células parenquimatosas (GALIT; RAF, 1996
apud KEDE; SABATOVICH, 2004). A medida que a matriz amadurece, a fibronectina
e o0 acido hialurdnico desaparecem. Ha aumento do tamanho dos feixes de colageno
e tensdo da ferida. Os colagenos tipo I, lll e V formam fibrilas tensas e os
proteoglicanos sédo depositados aumentando a resisténcia da ferida (YAMADA; RAF,
1996 apud KEDE; SABATOVICH, 2004).
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O coagulo de fibrina interage com as plaquetas através de receptores da
membrana promovendo hemostasia através de regulagem entre fatores de
crescimento, proteases e inibidores de proteases (HAJJAR; DEORA, 2000). A fibrina
da matriz combinada ou ndo com a fibronectina parece essencial para a expressao
génica da célula endotelial e do fibroblasto. Além disso, fibroblastos, macréfagos e
células endoteliais migram em direcdo ao coagulo de fibrina ocasionando sua lise.
Xu e Raf (1996 apud KEDE; SABATOVICH, 2004). No tecido de reparo os
fibroblastos produzem mais acido hialurénico que na pele normal. Pela acdo da
hialuronidase tecidual, o acido hialurénico diminui a partir do amadurecimento do
tecido de granulacdo. Conseqiientemente, os fibroblastos depositam uma matriz de
acido hialurénico e fibronectina, permitindo assim a migracao e proliferacao celular.
Posteriormente, uma matriz de colageno e proteoglicanos aumentam a forca tensora
e elasticidade do tecido. Assim o processo continua até toda a area lesada ser
remodelada.

2.3 ULTRASSOM TERAPEUTICO (UST)

7

Na fisioterapia dermato-funcional, o ultrassom normalmente é utilizado em
processos cicatriciais poés-cirurgia plastica, seguindo protocolos baseados nos
relatos da literatura. Entretanto, alguns fatores devem ser observados como a
qualidade da cicatriz da cirurgia, pois normalmente estdo fechadas e permitem um
bom acoplamento do cabecote, permitindo uma aplicacdo direta sobre a cicatriz.

As intencdes da utilizacdo do ultrassom sdo de acelerar a cicatrizacéo,
alcancar forca ténsil normal e até mesmo a prevencao de cicatrizes hipertroficas e
queldide. Embora Baker, Chandler e Levier (1981) tenham relatado que o
entendimento dos efeitos fisiolégicos das intervencbes nao justifique o uso do
ultrassom terapéutico, supostas respostas fisiolégicas do ultrassom sao
responsaveis pela difundida adogéo desta forma de tratamento mesmo na auséncia
de estudos clinicos.

Segundo Low e Reed (2001) o uso clinico ainda esta sob investigacéo devido
ao grande numero de resultados conflitantes. Apesar disso, estes mesmos autores
indicam o uso do ultrassom terapéutico no modo continuo com dose de baixa

intensidade 0,1W/cm2. Embora estudos em animais sugiram a aceleracdo da
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cicatrizagdo, evidéncias tornam-se pessoais na pratica clinica. Young e Dyson
(1990) relataram que o uso do ultrassom proporciona significante aumento no
namero de fibroblastos, alinhamento ideal para a retracdo da ferida e aceleracéo da
fase inflamatéria. Para a aceleracdo do processo de reparo tecidual da pele,
Hoogland (1986) recomendou o uso do ultrassom no modo pulsado 20%, com
frequéncia de 3MHz e intensidade abaixo de 0,5W/cmz2.

Borges (2006) relata a utilizacdo do ultrassom até 15 dias apos a situacao
lesional, pois teria maior eficacia sendo utilizado na fase inflamatdria e inicio da fase
proliferativa e reparo. A cavitagdo e a microcorrente aculstica sdo capazes de
acelerar o reparo tecidual através da alteracdo da permeabilidade da membrana
celular para ions célcio, que facilita o aumento da sintese de colageno pelos
fibroblastos, aumentando a resisténcia a tracdo da ferida.

Alguns achados da literatura relatam aumento da densidade e do arranjo do
coldgeno, onde o estresse mecéanico promovido pelas ondas ultrassbnicas modifica
o arranjo do colageno (MCKENZIE et al., 1993; NUSSBAUM, 1997). Desta forma
ocorre melhora na sintese de colageno, afetando a cicatrizagdo em um curto periodo
de tempo. Este fato contribui efetivamente para o tratamento de feridas recentes,
sem infecgdo e sem comprometimento vascular.

Zhou et al. (2008) relataram que o uso do ultrassom de baixa intensidade
acelera a fagocitose realizada pelos macrofagos em ratos e estimula os mondécitos

em humanos.

2.3.1 Fundamentos fisicos do ultrassom

Soriano, Pérez e Baqués (2003) relatam serem as ondas sonoras produzidas
pela vibracdo da matéria, e se propagam pelo movimento ondulatério a uma
velocidade determinada a partir do gerador que as produz. Elas obedecem a um
ritmo determinado chamado de frequéncia.

“O grau e o tom do som produzido & proporcional a freqiéncia das vibragcdes
por unidade de tempo (1s). Partindo desse principio, pode-se concluir que 0s sons
graves tém uma frequéncia menor e os agudos uma frequéncia maior’ (SORIANO;
PEREZ; BAQUES, 2003).
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Os limites da percepc¢ao do ouvido humano s&o individuais. Porém, estudos
relatam os limites de 16Hz para sons graves e 16000Hz para sons agudos. Assim,
pode-se definir os ultrassons como correspondendo as vibragdes sonoras que
apresentam uma frequéncia superior a 16000Hz embora a fins terapéuticos sejam
utilizadas frequéncias entre 500000Hz a 3000000Hz ou 3MHz.

A freqiéncia ideal para tratar tecidos superficiais como lesdo em pele é de
3MHz (GOGIA, 2003). O ultrassom também pode ser usado para diagnosticar
imagens com frequiiéncias mais altas que as utilizadas terapeuticamente, 20MHz, por

exemplo. Esses equipamentos recebem as ondas refletidas e as processam.

2.3.1.1 Gerador do ultrassom terapéutico

O equipamento de ultrassom terapéutico consiste de um gerador elétrico de
alta frequéncia conectado a um circuito oscilador e um transformador, através do
cabo coaxial, a um transdutor contido em um tipo de aplicador isolado. O circuito
oscilador produz um feixe de som em freqiéncia especifica, ajustada pelo fabricante
de acordo com as necessidades de frequéncia do transdutor. Geralmente, um painel
de controle do equipamento possui um crondmetro ajustavel, um medidor de
poténcia, um controle de intensidade, um interruptor de controle de ciclo, um seletor
de modo continuo ou pulsado (PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD, 2004).

2.3.1.2 Transdutor

O transdutor, também chamado de fonte sonora ou aplicador, consiste de um
cristal piezelétrico, como quartzo ou zircanato, titanato de chumbo, entre outros, de
aproximadamente 2 mm a 3 mm de espessura. Esse cristal existente dentro do
transdutor é o responsavel pela convergdo de energia elétrica em energia acustica
por meio da deformacéo mecanica do cristal (PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD,
2004).
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2.3.1.3 Efeito piezoelétrico

E um fendmeno natural encontrado em certos cristais minerais como
germanio e quartzo podendo ser sintetizado. Este cristal € capaz de transformar
energia mecéanica em energia elétrica e vice-versa (BORGES, 2006). Quando o
cristal € comprimido ou deformado por meio mecéanico, uma pequena carga elétrica
pode resultar no interior desse cristal. De modo inverso, uma carga elétrica imposta
ao cristal, uma vibracdo de deformacdo mecéanica da estrutura molecular do cristal
pode ocorrer. Foi descoberto por Pierre e Jaques Curie em 1880. Ha duas formas
desse efeito: direto e indireto ou reverso.

Na forma direta, o efeito piezelétrico € a geracdo de uma tenséo elétrica pelo
cristal quando ele é comprimido ou expandido. No modo indireto, forma-se a medida
que a corrente alternada se movimenta pelo cristal, produzindo compressao ou
expansdo. E esta mudanca na polaridade que leva o cristal a se expandir e contrair
e, assim, vibrar na freqiéncia da oscilacdo elétrica criando um ultrassom na
frequéncia desejada (PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD, 2004; HOOGLAND,
1986).

Os efeitos piezelétricos no corpo humano sao observados especialmente nos
tecidos 0sseos, fibras colagenas e proteinas corporais. E possivel que estes efeitos
influenciem os efeitos biologicos do ultrassom (PRENTICE; QUILLEN;
UNDERWOOD, 2004).

Para aplicar as cargas elétricas no cristal, 0 mesmo € fixado através de uma
de suas faces em uma superficie metélica no cabecote do ultrassom. A face oposta
fica no ar fazendo com que quase toda energia de vibracdo seja transmitida do
cristal para a superficie metélica do cabecote, dai para o meio de acoplamento e
para os tecidos do corpo. Os cristais mais usuais sdao de titanato zirconato de
chumbo (PZT), titanato de bario e niquel ferrito e cobalto devido ao menor preco,
maior resisténcia a queda, maior estabilidade estrutural (LOW; REED, 2001).

O mecanismo de piezeletricidade esta relacionado a proporcdo de colageno.
Supbe-se que a energia mecanica das ondas seja convertida em energia elétrica
pelo tropocolageno, criando um campo elétrico na superficie do osso fraturado o que
estimularia a proliferacao celular, Xavier e Duarte (1983 apud BASSOLI, 2001).

Silva (1987 apud CAMPANELLI, 2004) demonstrou teoricamente que a acao

de um campo elétrico na membrana celular pode ser determinada pela aplicacdo de
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um campo acustico supondo ser esse o efeito para todos os tecidos que contém
colageno.

A radiacao ultrassdnica ou campo ultrassénico € gerado pela aplicacdo de um
sinal elétrico com pulso de curta duracdo, ou salva de sendides, ou ondas
retangulares, em um dispositivo transdutor com caracteristicas piezoelétricas. Isto
significa converter a energia elétrica em mecéanica (vibragbes) e vice-versa
(WEBSTER, 1992; WELLS, 1977 apud COSTA, 2002). As ondas geradas pelo
transdutor propagam-se para o interior do corpo e interagem com diferentes tecidos
resultando em ondas ou ecos que sdo espalhados e propagam-se em todas as
direcdes.

2.3.1.4 Campo acustico

Na propagacdo da onda produzida pelo transdutor, ha formacdo de um
campo, onde as ondas mais proximas ao transdutor sdo irregulares chamadas de
zona de Fresnel. No campo mais distante do transdutor, as ondas sado mais
regulares, pois o comprimento diferente de onda torna-se insignificante quando a
distancia aumenta Zona de Fraunhofer (HAYMAN; WEIGHT, 1979 apud COSTA,
2002; LOW; REED, 2001). Portanto, a zona de Fresnel dependera diretamente do

guadrado do raio da face do transdutor e inversamente ao comprimento de onda.

Zona de Fresnel= r2/A.

Terapeuticamente o campo préximo € utilizado na aplicacdo do ultrassom,
irregularmente. H4 mais energia na média do centro do feixe, a média espacial do
feixe ou pico espacial de intensidade. Se a saida for pulsada, a intensidade no
tempo varia de modo que pode ser expressa como uma média temporal ou pico
temporal. Nesse caso a intensidade pode ser descrita em quatro modos: média
espacial, média temporal (SATA — spatial average temporal avarage), pico espacial,
média temporal (SPTA — spatial peak temporal average), pico espacial, pico
temporal (SPTP — spatial peak temporal peak) ou média espacial, pico temporal
(SATP — spatial average temporal peak) (LOW; REED, 2001).
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A éarea de radiacéo efetiva (ERA) é a porcdo da superficie do transdutor que
realmente produz a onda sonora. Depende da &rea da superficie do cristal e em
condicbes ideais esta combinada ao diametro da placa frontal do transdutor
(PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD, 2004).

A ERA (Efetive Radiation Area) é determinada por meio do mapeamento do
transdutor a uma distancia de 5 mm da superficie de radiagdo. O tamanho ideal da
area de aplicacéo do ultra-som terapéutico € de 2 a 3 vezes o tamanho da ERA do
cristal (PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD, 2004).

2.3.2 Aspectos biofisicos

2.3.2.1 Propagacao, reflexdo e impedancia acustica

As ondas sonoras necessitam de um meio para se propagarem podendo ser
liquido, sodlido e gasoso (TIPLER, 1991; PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD,
2004; BORGES, 2006). A velocidade de propagacao de onda ultra-sénica é maior
onde ha proximidade das moléculas, densidade de massa maior (HOOGLAND,
1986).

Nos tecidos, a velocidade de propagacdo varia de acordo com as
caracteristicas de absorcédo do meio e da reflexdo da energia ultra-sénica (LEHMAN;
LATEUR, 1994). O som se propaga mais rapidamente no tecido ésseo, musculo e
gordura em ordem decrescente. A propagacdo da energia acustica depende da
colisdo molecular. As moléculas viboram em seu meio condutor e deslocam
minimamente  outras moléculas circunjacentes (PRENTICE; QUILLEN;
UNDERWOOD, 2004).

Existem dois tipos de onda que se propagam em meio soélido: as Longitudinais
e Transversas. As ondas Transversas se propagam somente em meio sélido e as
Longitudinais em meios liquido e solido. Em relacdo aos tecidos moles, sendo
compostos principalmente de liquidos, o ultra-som se propaga primeiro de forma
longitudinal, porém, quando chega ao osso se modifica em onda transversa. Na
onda longitudinal o deslocamento ocorre na direcdo da propagacgéo onde ha regides

com alta densidade molecular (compresséo), onde as moléculas sdo comprimidas



39

juntas e rarefacdo, de baixa densidade molecular onde as moléculas se espalham
(PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD, 2004; TIPLER, 1991).

A reflexdo ocorre quando uma onda sonora emitida volta ao meio de origem.
Isto €, 0 som choca-se em um anteparo e retorna (RODRIGUES, 1998). Se 0s meios
possuirem a mesma impedancia acustica, isso ndo ocorrera. Entdo, quanto maior a
diferenca de impedancia, maior a reflexdo (HOOGLAND, 1986; LOW; REED, 2001;
MACHADO, 2002).

Com o intuito de evitar esse fenbmeno usa-se gel geralmente para maior
contato do cabecote com a pele. Casarotto et al. (2004 apud BORGES, 2006)
relataram a agua e o gel apresentarem menores coeficientes de reflexdo e
atenuacao, maiores coeficientes de transmissao e impedancia acustica proxima a da
pele. Low e Reed (2001) relatam que a energia ultrassonica refletida pode causar

aquecimento do cabecote danificando o equipamento.

R=pi/ pr = Z2 cosOi — Z1cosOt / Z2cosOi + Z1cos6t.

A impedancia acustica € equivalente ao produto da densidade do meio pela
velocidade de propagacdo do som (SORIANO et al.,, 2003; PRETINCE; QUILLEN;
UNDERWOOD, 2004). Pode ser caracterizada pela resisténcia dos tecidos as
passagens das ondas ultrassénicas (BORGES, 2006; HOOGLAND, 1986; LOW,
REED, 2001). Quanto maior a impedancia acustica maior serd 0 aquecimento
tecidual. Se a impedancia acustica dos dois materiais for a mesma, todo o som é
transmitido e ndo havera reflexdo. Quanto maior a diferenca entre as impedancias
acusticas do meio, mais energia é refletida e menos penetra no segundo meio. Z=p.
c onde Z é a impedancia acustica (kgxm/Ixs); p € a densidade do material (g/ml) e c

é a velocidade do som no meio m/s (COSTA, 2002).

2.3.2.2 Refracéo, absorcéo e atenuacgéo

A refracdo ocorre quando as interfaces da onda e do meio possuem
impedancias acusticas diferentes, desviando a direcdo da onda emitida. Se aplicar o
ultra-som perpendicularmente ao local tratado, minimiza esse efeito (LOW; REED,

2001). A onda sonora produzida em um meio passa para outro meio onde a
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velocidade e intensidade vao alterando, e a frequéncia n&o altera, modifica o
comprimento de onda (RODRIGUES; GUIMARAES, 1998).

A absorcdo esta caracterizada por absorver parte da energia emitida pelo
ultra-som, reduzindo a intensidade. Esta inversamente relacionada a penetracao
(PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD, 2004). Tecidos com maior numero de agua
apresentam menor indice de absorcdo. As ondas sdo absorvidas pelos tecidos e
transformadas em calor. As proteinas sdo as que mais absorvem a energia ultra-
sbnica (YOUNG, 1998; LEHMANN; LATEUR, 1994).

O coeficiente de absor¢cao de cada material indica o grau de conversao de
energia no seu interior e esta relacionado com a quantidade de coldgeno e proteina
(SORIANO; PEREZ; BAQUES, 2003). Isto tende a gerar maior aguecimento no
tecido (BORGES, 2006). A intensidade das ondas diminuira na medida em que
forem penetrando nos tecidos.

A frequiéncia maior tera uma absorcao mais superficial (3MHz) e a frequiéncia
menor tera uma absorcdo mais profunda (LMHz). Low e Reed (2001) utilizam dessa
informacédo para justificar o uso do ultrassom de 1MHz com baixa intensidade
produzir absorcdo similar em camada mais superficial comparado ao de 3MHz.
Segundo Ter Haar (apud KITCHEN; BAZIN, 1996) representa de 60 a 80% da perda
de energia do ultrassom.

No quadro abaixo (quadro 1), os autores comparam o0s resultados dos
estudos de alguns pesquisadores do ultrassom terapéutico relacionando frequéncia
e penetracdo da onda em milimetros em determinados tecidos humanos. Pode-se

observar as divergéncias entre os resultados.
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Tecido Ter Haar | Hoogland Ward (1986) | McDiarmid e
(1978, 1996) | (1986) Burns (1987)

a. Pele 40 11,1 _ _

Gordura 50 50 153 48

Musculo 10-20 9 28 9

Tendao _ 6,2 _ _
...Cartilagem _ 6 _ _

Osso 15 2,1 0,4 _
b. Pele 25 4 _ _

Gordura 16 16,5 26,4 16

Musculo 30-60 3 7,7 3
...Tendao _ 2 _ _
...Cartilagem _ 2 _ _
...0sso 5 0,04

Quadro 1 — Profundidade de penetragdo de meio valor em mm para 1MHz(a). Profundidade de

penetracdo de meio valor em mm para 3MHz(b).
Fonte: Low e Reed (2001).

Atenuacdo é a reducdo da intensidade da energia conforme a onda vai

penetrando nos tecidos. Deve-se a dispersdo ou disseminacdo da onda. O

Ultrassom penetra pelos tecidos ricos em agua e € absorvido em tecidos mais
densos nos quais tera maior aquecimento (PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD,

2004).

Hoogland (1986) postulou um quadro (quadro 2) onde cada tecido teria

atenuacao diferente do feixe ultra-sénico. E um parametro importante, pois trata do

decaimento exponencial da amplitude de uma onda acustica que se propaga atraves

de um material. Da-se por a= afb onde a é o coeficiente de atenuacao para 1MHz e

b é o parametro correspondente a dependéncia de atenuacdo com a frequéncia.
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Sangue Menor contetdo de proteina Menor absorcéo do U.S

Gordura

Nervo

Musculo

Pele

Tendao

Cartilagem

Osso Maior quantidade de proteina Maior absorcao do U.S

Quadro 2 — Contetlido de proteina e absorcao do ultrassom em varios tecidos
Fonte: Borges (2006).

2.3.2.3 Cavitacdao e efeito tixotrépico

A cavitacdo é uma oscilacdo de maneira unidirecional das células apds a
emissao das ondas ultrassénicas gerando bolhas de ar e gas e estéo relacionadas a
intensidade da emisséo (LOW; REED, 2001; STARKEI, 2001; GUIRRO; GUIRRO,
2002; SHUNG; SMITH; TSUI, 1992).

A cavitacdo € um termo usado para descrever as atividades das microbolhas
em um meio liquido quando estimuladas acusticamente (FRIZZEL; DUNN, 1984
apud CAMPANELLI, 2004). E apresentada sob duas formas, a cavitacdo estavel e
instavel ou transiente.

A cavitacdo estavel é quando as bolhas permanecem intactas mesmo
oscilando em volume e motilidade. Age como um sinal celular atuando na
permeabilidade da membrana.

Na cavitacdo instavel ou transiente, hA um aumento de volume e agitacao
bruscos implodindo a bolha podendo lesionar o tecido de forma irreversivel
(BORGES, 2006; GOGIA, 2003). Ao entrarem em colapso liberam grande
guantidade de energia (WELLS, 1977). O colapso das microbolhas gasosas libera
energia a qual rompe as ligacbes moleculares no local além de decomposicao
térmica da agua, produzindo radicais livres H+ e OH -, altamente reativos. Com isso,
causam alteragcbes quimicas indesejaveis na area de radiacdo (LEITE, 1989 apud
CAMPANELLI, 2004). Os danos provocados podem ser evitados movimentando o
cabecote circularmente (LOW; REED, 2001; KITCHEN; BAZIN, 1996).



43

Esse fenbmeno pode ser observado ao colocar um pouco de agua no
cabecote e aumentar a intensidade, observando a agitacdo (GUIRRO; GUIRRO,
2002).

Efeito Tixotropico é a propriedade que apresentam certos liquidos cuja
viscosidade diminui quando sdo agitados mecanicamente, coldides gel em sol,
(GUIRRO; GUIRRO, 2002; MACHADO, 1991).

2.3.2.4 Frequéncia e modo de emissao

Quanto maior a frequéncia, menor a penetracao da onda. As mais usuais sao
as frequéncias de 1MHz, com penetracdo de 12cm e 3MHz, com 5cm de
penetracdo. Kitchen e Bazin, (1996) afirmam que os tecidos com alta quantidade de
proteina absorvem mais energia rapidamente que os tecidos com elevado teor de
gordura ou agua. Geralmente, usa-se em lesdo superficial frequéncia de 3MHz e
lesdo muscular mais profunda 1MHz. (PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD, 2004;
COSTA, 2002) relatam serem as frequéncias usadas na area médica para obtencao
de imagem e caracterizacdo dos tecidos estd na faixa entre 300kHz a 20MHz e
baixa intensidade, 10mW/cm? e 1W/cm2. O Ultrassom de alta intensidade de
10W/cmz e 50W/cmz2 e frequéncia entre 20kHz a 50kHz geralmente é usado para
raspagem, corte, emulsificagdo (HADJICOSTIS et al., 1984; HEKKENBERG et al.,
1994 apud COSTA, 2002). Também é utilizado por dentistas na remocédo de tartaro
Williams (1987 apud LOW; REED, 2001).

O modo de emissdo de onda pode ser continuo ou pulsado. Durante a
emissao continua, predomina o chamado efeito térmico. No modo pulsado, o breve
intervalo facilita a dispersdo do calor, efeito térmico menor e mecénico maior
(BORGES, 2006; GUIRRO; GUIRRO, 2002; LOW; REED, 2001).

2.3.2.5 Intensidade (dose ou densidade de poténcia)

A unidade de intensidade do ultrassom é W/cmz. A intensidade liberada pelo

IEC (International Electrotechinal Comission) € de no maximo 2W/cm2 no modo
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continuo e 3W/cm2 no modo pulsado Soriano, Pérez e Baques (2003). Kitchen e
Bazin (1996) em sua literatura relatam né&o utilizar intensidade acima de 1W/cm?
(SATA) para promover efeito significativo em tecidos lesionados.

A maioria de autores prefere utilizar a intensidade de 0,5W/cm2 (SATA) e
inferiores para acelerar o processo de cicatrizagdo em tecidos como pele, tenddes e
ossos (KITCHEN; BAZIN, 1996). Os mesmos autores ainda dizem haver
controvérsias nos efeitos provocados pela utilizacdo do ultrassom com intensidade
acima de 1,5W/cm? (SATA) em processo de reparo tissular. “Efeitos térmicos
significativos podem ser obtidos usando intensidades entre 0,5 e 1W/cm? (SATA).
Deve-se fazer tratamentos abaixo de 0,5W/cm? (SATA) para que sejam postos em
acao mecanismos basicamente atérmicos.”

Dyson (1990 apud KITCHEN; BAZIN, 1996) relata que intensidades elevadas
podem ser lesivas e a intensidade utilizada para problemas agudos seria abaixo de
0,5W/cm2 (SATA) e em lesdes cronicas ndo deve exceder 1W/cm2 (SATA). Ha
controvérsia. Mackenzie et al. (1993) observaram os efeitos das intensidades na
cicatrizacdo de ferida incisional em porcos. Usaram ultrassom de 1MHz no modo
continuo com 1,5W/cm?, tempo de aplicacdo de 5 minutos e ultrassom de 1MHz
pulsatil 20% com intensidade 0,5W/cm2 no mesmo intervalo de tempo num periodo
de 5 e 10 dias. Observou-se maior resisténcia nas incisbes com ambas as doses
concluindo poderem ser as intensidades altas ou baixas na facilitacdo do depdsito
de colageno.

Enweka (1989) concluiu em estudos realizados em coelhos, houve um
aumento significativo na velocidade da cicatrizacdo tendinea apdés o uso do
ultrassom terapéutico de 1MHz no modo continuo, intensidade 1W/cm2 por 5
minutos durante 9 dias. Obtiveram resultados negativos quando a aplicacdo foi
continuada por véarias semanas. Entdo, houve um aumento da forca ténsil e
cicatrizagédo nos primeiros dez dias. Em novo estudo, Enweka, Rodriguez e Mendosa
(1990) realizado com coelhos, utilizaram a intensidade 0,5 W/cm2 no modo continuo
a 1MHz de frequéncia. A aplicacdo durou 9 dias como no estudo anterior e também
obteve resultados positivos sugerindo ndo ser necessaria alta intensidade para
promover reparo tendineo.

Amancio (2003) promoveu estudo em 20 coelhos tratados com ultrassom de
3MHz, 0,5W/cmz2, 5 minutos por 7 dias. Foi realizada contagem de células em

proliferacdo dos vasos neoformados e a morfometria das areas da epiderme e
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derme. Como resultado, obteve um significativo aumento no niamero de célula em
proliferagdo na epiderme e vasos neoformados na camada reticular da derme.

Olsson et al. (2006) avaliaram a aplicacdo comparativa entre o emprego do
ultra-som pulsado e continuo em celiotomia de ratos concluindo ter maior propor¢cao
volumétrica de células polimorfonucleares no modo pulsado.

Faganello (2003) comparou no seu estudo as intensidades de 0,2 e 0,4
W/cm2, modo continuo delMHz com tempo de aplicacdo de 1 minuto uma vez ao
dia. Apos analise morfologica observou-se a fagocitose das fibras lesadas foi mais
eficiente nos animais com o ultra-som, independentemente da intensidade utilizada.
Assim como o surgimento de fibroblastos e mioblastos, obtendo resposta mais
rapida e favorecendo a regeneracdo muscular.

Quanto antes se aplicar a terapia ultrass6nica melhoras significativas do
processo inflamatério sdo relatadas. Durante a fase inflamatéria do processo de
cicatrizacdo, macrofagos e mastocitos ocupam o local lesionado, e foi demonstrado
que essas células respondem a aplicacdo do ultrassom (FYFE; CHAHL, 1985;
YOUNG; DYSON, 1990 apud KITCHEN; BAZIN, 1996). Os autores sugerem a
aplicacdo uma vez ao dia, diariamente durante a fase inflamatéria em uma semana.
O tratamento durante a préxima fase (proliferativa) podera ser realizado trés vezes
na semana (MCDIARMID; BURNS, 1987 apud KITCHEN; BAZIN, 1996) citam que
em lesBes cronicas se faz uso alternado das sessdes ou diariamente.

Gan et al. (1995) utilizaram dois protocolos de tratamentos com o ultrassom
terapéutico em galinhas lesionadas em tend&o flexor. No primeiro grupo foi realizada
terapia do 7° ao 17° dias apoés lesédo e o segundo grupo apés 42 dias. O reparo foi
mais efetivo no primeiro grupo onde a terapia iniciou-se com antecedéncia. Oackley
(1978) sugere o tempo de 1 a 2 minutos por area 1,5 vezes a ERA do cabecote do
equipamento ultra-sénico. Nao mais que 3 minutos por tempo de aplicacao,
baseados nessa informacao existem equipamentos aonde o tempo ja vem delimitado
a cada 3 minutos. Hoogland (1986 apud KITCHEN; BAZIN, 1996) recomenda utilizar
0 equipamento corporal no tempo maximo de 15 minutos totais, porém essa teoria ja
estd em desuso devido a grandes relatos cientificos sem tempo maximo de
aplicacao corporea total.

A velocidade em que a vibragdo sonora se propaga pelo meio condutor esta
diretamente relacionada a sua densidade. Materiais mais densos possuem maior

velocidade de transmissdo. Com frequéncia de 1MHz, o som se propaga pelos
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tecidos moles a uma velocidade de 1540m/s enquanto que no osso 4000m/s.
Considerando as caracteristicas plasméticas salinas e sistema eletrolitico dos
tecidos a velocidade de onda dos tecidos moles é em torno de 1500m/s (LOW,
REED, 2001). A velocidade de propagacdo de onda sonora em um determinado
meio é a fungdo de seu comprimento de onda: c= A. F onde c é a velocidade do som
no meio em m/s, A € o comprimento de onda em metro e f a frequéncia da onda
sonora em Hz (COSTA, 2002).

2.4 EFEITOS FISIOLOGICOS DO ULTRASSOM TERAPEUTICO

2.4.1 Efeito mecanico

As ondas sonoras causam movimentos de pressdo e descompresséao,
produzindo um efeito de micromassagem. Quanto maior a frequéncia, maior o efeito
mecanico. H4 um aumento da permeabilidade da membrana, acelerando a troca
metabolica, desagregando complexos celulares e macromoléculas, estimulando a
liberacdo de aderéncias separando as fibras colagenas (SORIANO; PEREZ;
BAQUES, 2003). Nesse efeito também aparece a cavitacdo, fendmeno descrito
anteriormente observado a intensidades superiores a 1W/cm2 (GUIRRO; GUIRRO,
2002).

2.4.2 Efeito térmico

A vibragdo promove um aquecimento do tecido. Este melhora o metabolismo
celular, a circulagdo sanguinea, o aumento da extensibilidade das estruturas de
colageno elevando a temperatura local em até 45°C, sem causar lesdo. Dyson (1980
apud GUIRRO; GUIRRO, 2002) também relata ndo existirem dados cientificos que
justifiguem a utilizagéo do ultrassom terapéutico com intensidades acima de 1W/cm?2,
visto que intensidades mais elevadas podem ser lesivas. Apés estudos, os autores
concluiram ndo haver aumento da temperatura com intensidade de 1W/cm?2 nas

frequéncias de 3MHz e 1MHz in vitro. A prevaléncia do efeito térmico sobre o
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mecanico ocorre nas intensidades superiores a 1W/cm2, no modo continuo, nas
frequéncias 1MHz ou 3MHz.

Johns (2002) foi um dos observadores da relacdo entre absor¢cdo da onda
ultrassoénica e quantidade de proteina do tecido. Quanto maior a concentracdo de
proteina, maior absor¢cdo da onda e maior calor no local.

O efeito térmico esta relacionado aos fendbmenos de atenuacédo e absorc¢ao,
onde a atenuacao esta vinculada a dissipacdo da energia sonora ao atravessar um
meio e a absorcdo, a convercdo da energia acustica em calor (HSIEH, 2005;
FISHER; HILLER; RENNIE, 2003).

2.4.3 Efeito quimico

Os efeitos térmicos e mecanicos promovem reac¢des quimicas como liberacéo
de histamina, substancias vasodilatadoras que promovem a analgesia, estimula
regeneracao tecidual, aumenta reabsorcdo de edema, aumenta atividade dos
capilares, aumenta a reabsor¢do de metabdlitos (SORIANO; PEREZ; BAQUES,
2003).

2.5 EFEITOS DO ULTRASSOM TERAPEUTICO NAS FASES DE REPARO

Segundo Guirro e Guirro (2002) hd um consenso entre autores de que o
ultrassom pode acelerar a resposta inflamatéria, promovendo a liberacdo de
histamina, macréfagos e mondcitos além de melhorar a sintese de fibroblastos e
colagenos.

De acordo com Starkey (2001) o ultrassom acelera a fase Inflamatoria do
processo de cicatrizacdo tissular. A atividade dos macrofagos é influenciada
positivamente pela aplicagcdo do modo continuo.

Fyfe e Chahl (1982) demonstraram em experimento in vivo que o ultrassom
estimula a liberacdo de granulos pelos mastécitos sendo que esses granulos contém

0S agentes quimiotaxicos, 0s quais atraem os leucécitos para a lesao.
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Mendonca et al. (2006) ap6s estudo realizado em cicatriz por segunda
intencéo em pele de ratos concluiram que o ultrassom estimulou a neoangiogénese
em 3 dias, maior concentracdo e qualidade do coladgeno e melhora na reepitelizacéo
em 7dias, melhor apresentacdo do colageno e maior presenca de anexos cutaneos
em 14 dias, quando comparados ao grupo nao estimulado.

Ap0s estudo realizado por Mckenzie et al. (1993), foi observado que quando
comparados, o ultrassom pulsado e continuo nas intensidades 1,5W/cmz2 e 0,5W/cm?
durante 7 dias em 5minutos de terapia, ambos melhoraram o reparo da incisdo em
porcos. Entretanto, para melhor deposicdo de coldgeno € aconcelhavel a aplicacao
do ultrassom de a baixa intensidade.

Olsson et al. (2006) verificaram que o ultrassom pulsado obteve melhor
resposta que o ultrassom continuo na aceleracdo da cicatrizacdo em feridas
cirargicas por celiotomia, na frequéncia de 1MHz e 1,0W/cm?, por 5 minutos de
radiacao.

Em estudo experimental realizado por Faganello (2003), observou-se que o
ultrassom continuo de 1MHz e de baixa intensidade (0,2W/cm2 e 0,4W/cm3),
favoreceu a regeneracdo do musculo tibial anterior em ratos. Verificou ainda que a
terapia ultrassonica estimulou a fagocitose do tecido necrético, maior presenca de
fibroblastos e mioblastos no local da lesédo, maior angiogénese, independente das
intensidades.

Demir et al. (2004) estimularam os fibroblastos com a terapia ultrassénica e
observaram aceleracdo da cicatrizacdo na fase inflamatéria. Oliveira et al. (2008)
observaram em estudo experimental em culturas fibroblasticas que as baixas
intensidades do ultrassom terapéutico, 0,2W/cm2 e 0,6W/cm?, durante 2 minutos,
mantiveram a integridade celular e morfologia alongada na fase inflamatoria.

Durante a fase proliferativa, o ultrassom terapéutico estimula os fibroblastos,
células endoteliais e miofibroblastos (NUSSBAUM, 1997; MAXWELL, 1992).

O ultrassom terapéutico pode influenciar a fase de remodelagem, pois
estimula a deposi¢do do colageno de forma orientada, aumentando a quantidade
dos colagenos tipos | e lll, conseqlientemente, maior resisténcia a tracéo
(NUSSBAUM, 1998).

A aplicacdo do ultrassom terapéutico durante as fases do reparo ndo seria em

funcdo das alteracbes promovidas nesse periodo e sim, pelo aumento ou estimulo
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dos eventos normais e, assim, aumentar a eficiéncia das fases do reparo (WATSON,
2006; TER HAAR, 1999).
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL

O experimento utilizou como amostragem 90 ratos machos Wistar, adultos
jovens com idade de 100 dias e peso entre 220g a 270g. Os animais foram mantidos
em gaiolas com as mesmas condicbes ambientais, ciclo claro/escuro de 12h,
alimentares, recebendo 4gua e racao ad libidum, durante 22 dias. O projeto seguiu
orientagdo da Lei 6638 e as recomendacdes do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal.

3.1.1 Grupos experimentais

Foram divididos 3 grupos de 30 ratos randomicamente, os quais foram
denominados de acordo com as intensidades grupo controle= 0,0W/cm?; grupo 1=
0,5W/cm?2 e grupo 2= 2,0W/cm?. Esses foram divididos em 3 subgrupos com 10 ratos
de acordo com as fases de cicatrizacdo: 1. fase inflamatéria (3 dias); 2. fase
proliferativa (7 dias); 3. fase de remodelagem (21 dias). Portanto, 30 ratos foram
expostos a terapia ultrassonica com frequéncia 3MHz, no modo continuo,
intensidade de 0,5W/cm2 em 3, 7 e 21 dias consecutivos com inicio da terapia
ultrassbnica ap6s 24 horas da lesdo. Os outros 30 ratos foram expostos a terapia
ultrassénica de 3MHz, no modo continuo e intensidade de 2,0W/cmz2. Utilizaram as
mesmas fases de reparo como 0s grupos anteriores, 3 dias, 7 dias e 21 dias. O
grupo controle realizou a terapia com o aparelho desligado, totalizando 30 amostras,
10 ratos para cada fase da cicatrizacdo. O tempo de aplicacdo do equipamento
ultrassénico foi de 5 minutos com deslizamento sobre a ferida. Total de amostra
n=90.

3.2 METODOS

A pesquisa do tipo experimental induzida, randomizada, simples cego, foi

desenvolvida no Laboratorio de Técnica Operatéria e Cirlrgica Experimental e
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Laboratorio de Patologia Experimental no Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
programa de pos-graduacdo em Tecnologia da Saude (PPGTS) da Pontificia
Universidade Catélica do Parana (PUCPR).

Para a realizacdo da terapia ultrassdnica nas amostras foram utilizados: um
equipamento modelo Sonacel dual, da empresa Bioset, Industria de Tecnologia
Eletrénica Ltda, com frequéncia de modulacdo continua até 96Hz disponibilizado
pela Clinica de Fisioterapia da Instituicdo. Gel a base de agua e carbopol da
empresa KLD Biossistemas Equipamentos Eletrdnicos Ltda, para acoplamento
cabecote-pele.

A analise histomorfométrica foi realizada com auxilio do material
disponibilizado pelo Laboratério de Histotecnologia do Departamento de Biologia
Celular e Laboratério de Botéanica do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade

Federal do Parana.

3.2.1 Procedimento cirurgico

No Laboratério da Técnica Cirdrgica Experimental, os animais foram
anestesiados com a dissociacdo dos farmacos Cetamina (60mg/kg) e Xilazina
(10mg/kg) administrando-se 0,2ml para cada 100g de peso do animal, via
intramuscular, no musculo semitendineo, em regido posterior da coxa. Em seguida,
o animal foi posicionado em decubito ventral fixando os membros inferiores e
superiores em suportes de madeira para realizacdo de tricotomia dorsal. A inciséo
de 4cm foi medida com paquimetro, obtendo exposicao da pele e tela subcutanea,
suturada com fio de nylon 2.0 simples. Utilizou-se PVPI como anti-séptico
(WARREN; ERNEST; SENNA, 2005).
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Figura 4 — Procedimento cirdrgico

Ap6s o término do ato cirargico os animais receberam Cefalexina (Cefalexim)
na concentracdo de 15mg/Kg, via subcutanea, uma vez ao dia durante 5 dias, com
efeito antibidtico (BIRCHARD; SHERDING, 2004). O equipamento de ultrassom faz
efeito analgésico (DRAPER; PRENTICE, 2002; HOOGLAND, 1986; LEHMANN;
LATEUR, 1994) e antiinflamatério (MCDIARMID et al., 1996).

3.2.2 Aplicagao do ultrassom

Antes do inicio do experimento o equipamento de ultrassom terapéutico (UST)
foi aferido através de um dosimetro de precisao (Ultra Sonic Power Meter® , modelo
UPM-DT-1) na UTFPR (Universidade Tecnoldgica Federal do Parana) para certificar
se a intensidade de saida do transdutor obteve um desvio maximo de 20%, sendo
este o valor toleravel pela norma NBR 60601-2-5.
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A estimulagdo foi num mesmo periodo do dia com 0s animais anestesiados
com xilazina e cetamina nas propor¢des acima citadas, regido posterior de coxa,
permanecendo o tempo de tratamento de 5 minutos sob o efeito anestésico.

Foram colocados numa superficie plana e apos a assepsia com alcool 70%
da area tratada foi aplicado o hidrogel (gel de carbopol a base de 4gua) para facilitar
0 acoplamento e deslizamento do transdutor.

A técnica de aplicacao realizada foi a de deslizamento. Para a retirada do gel
utilizou-se gaze esterilizada.

Apébs o terceiro, sétimo e vigésimo primeiro dias de tratamento, contendo 3
grupos com 10 ratos cada, totalizando 30 amostras para cada dia, 0os animais
sofreram eutanasia por dose letal de tiopental sédico intra peritoneal (120mg/Kg).
Esse é o método de eutanasia recomendado para roedores e outros pequenos
mamiferos, contido na Resolucdo 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
de 20 de junho de 2002.
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Ultrasound Therapy - 1.0 & 3.0 MHz

Ultrasound Therapy - 1.0 & 3.0 MHz

Figura 5 — Aplicacdo dos protocolos.

3.2.3 Técnica histolégica

Apés a eutanasia, houve a retirada de um segmento do dorso no qual a
cicatriz estava contida. Os segmentos destinados a histologia foram fixados em

solugéo de formol a 10% durante 72h e &lcool 70% até inicio de desidratagéo.
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A cicatriz foi seccionada em partes de 5mm e 1cm para cada lado da inciséo.
Foram selecionados 4 cortes de cada amostragem provenientes de extremidades e
centro da cicatriz. Apés a inclusdo em blocos de parafina, foram submetidos a cortes
de 4 micrdmetros, preparando-se as laminas com 4 cortes em cada lamina.

Os cortes histolégicos foram corados por Hematoxilina Eosina (HE) para
avaliar as estruturas basicas da célula como as inclusdes e alteragbes no
citoplasma, e pelo corante Picrosirius, utilizado para promover um aumento da
birrefringéncia especifica para a estrutura do colageno | e Il para analise de suas
fibras no microscopio com polarizagdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

As fibras coldgenas mais espessas, fortemente birrefringentes apresentam-se
coradas em tons de laranja e vermelho e representam o colageno tipo |, enquanto
que as fibras mais finas e dispersas, fracamente birrefringente, apresentam-se
coradas em verde, representando o colageno tipo lll.

O microscoépio utilizado foi da marca Olympus BX50 com cameras de captura
3CCD pré-séries e o programa de captura de imagens foi o Image-Pro Plus verséo
4.5 da Cybermetics®.

As imagens foram capturadas por uma camera Olympus® DP71, enviadas a
um monitor Sony Trinitron® colorido, congeladas e digitalizadas por uma placa
digitadora Oculus TCX® (coreco), foram analisadas pelo aplicativo ImageProPlus 4.5
para Windows em computador Pentium IIl.

Para cada lamina foi realizada leitura em trés campos seguindo o trajeto da
cicatriz, com ampliacdo de 400x, para a quantificacdo dos colagenos tipos | e llI
corados em Picrosirius com luz polarizada. No grupo tratado com ultrassom 3MHz e
2,0W/cm2 foras quantificados os colagenos das bordas da cicatriz, pois houve
necrose no centro da lesdo impossibilitando qualquer analise qualitativa ou
guantitativa no local propriamente dito.

Aléem disso, foram utilizadas leituras em objetiva de 40x e 400x para a

qualificacdo da derme, epiderme, tecido de granulagéo e reparagao.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para as laminas coradas por hematoxilinaeosina (HE) utilizamos analise

qualitativa por descricéo histologica da epiderme, derme e tela subcutanea.
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Os resultados obtidos pela leitura dos colagenos tipos | e Ill com o programa
Image ProPlus 4.5, foram expressos por médias, medianas, valores minimos,
valores maximos e desvios padroes.

Para a comparacdo dos grupos e dos momentos de sacrificio usamos o
modelo de analise de variancia e o teste LSD para compara¢des multiplas.

A varidvel colageno Il sofreu uma transformacao logaritmica. Valores de

p<0,05 indicaram significancia estatistica.

3.4 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Nucleo de Bioética e Comité de

Etica no uso de Animais
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE HISTOLOGICA POR HEMATOXILINA EOSINA (HE)

As laminas coradas com HE foram avaliadas qualitativamente com
microscopia Optica utilizando aumentos de 40 e 400x. A descri¢cdo da lamina verifica
0 espessamento da epiderme, anexos preservados, auséncia ou presenca de

proliferacéo celular envolvidas no reparo e cicatrizagdo propriamente dita.

Figura 6 — Fotomicrografia do animal do grupo Controle, intensidade 0,0W/cm2, 3 dias de terapia
ultrassénica de 3MHz. Vista panoramica, microscopia optica, aumento de 40x. Coloragéo
HematoxilinaEosina. Nota: A. Estrato corneo espesso; B. Tecido de granulagdo em formacéo e

alinhado; C. Anexos dérmicos organizados.

Conforme demonstra a figura 6 foi possivel observar um espessamento da
epiderme com maior numero de células em necrose. Identificamos um alinhamento
do tecido de granulacéo na area da incisdo. Ainda, observamos uma reorganizacao
e presenca dos anexos da derme, proximidade entre as bordas da lesédo durante a

fase de regeneracao tecidual.
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Figura 7 — Fotomicrografia do animal do grupo tratado com ultrassom de 3MHz, 0,5W/cm? de
intensidade, 3 dias de terapia ultrassénica. Vista panoramica, microscopia Optica, aumento de 40x.
Coloracao hematoxilina-eosina. Nota: A. Estrato cérneo espesso; B. Tecido de granulacdo em

formacéo e alinhado; C. Presencga regular dos anexos da derme.

Em todos os animais do grupo tratado com ultrassom de 3MHz, 0,5W/cm?2 de
intensidade, por 3 dias consecutivos, foi possivel identificar um espessamento da
epiderme com grande quantidade de células em necrose e descamacdo. O grupo
apresentou maior concentracdo de tecido de granulacdo na regido distal da inciséo
conforme a figura 7. Observamos também, alinhamento do tecido de granulacdo na
regido proximal da incisdo. ldentificamos a presenca regular dos anexos da derme

com distribuicdo normal préximo a area de reparacao tecidual.
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Figura 8 — Fotomicrografia do animal do grupo tratado com ultrassom 3MHz, 2,0W/cm2 de
intensidade, num periodo de 3 dias consecutivos. Vista panoramica, microscopia Optica, aumento de
40x. Coloracéo hematoxilina-eosina. Nota: A. Espessamento do estrato corneo; B. Presenca de tecido

de granulacgédo; C. Tecido necrético.

Conforme a figura 8 identificamos uma desorganizacdo e espessamento da
epiderme. Constatamos a formacao de tecido de granulacdo nas bordas da inciséo
em todos os animais deste grupo. ldentificamos também, alteracdes morfoldgicas
dos anexos da derme. Em regido proximal da incisdo houve uma desorganizacéo
intensa da derme com desarranjo e desalinhamento de suas camadas mais

profundas.
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Figura 9 — Fotomicrografia do animal do grupo Controle, tratado com ultrassom 3MHz, 0,0W/cm2 de
intensidade, durante 7 dias consecutivos. Vista panoramica, microscopia Optica, aumento de 40x.
Coloracao hematoxilina-eosina. Nota: A. Epiderme espessa; B. Concentragéo de tecido de

granulacdo; C. Alinhamento do tecido de granulacao.

Podemos observar em todos os animais do grupo controle, apresentacao
espessa do estrato corneo, grande concentracdo de tecido de granulacéo na regido
das papilas dérmicas. Houve presenca de alinhamento do tecido de granulacdo ao
longo da regido de incisdo na derme. Constamos nesta fase, auséncia dos anexos
da derme proximos as bordas da incisdo. Houve uma organizacdo nas camadas
mais profundas da derme (Figura 9).
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Figura 10 — Fotomicrografia do animal do grupo tratado com ultrassom 3MHz, 0,5W/cm2 de
intensidade, durante 7 dias consecutivos. Vista panoradmica, microscopia 6ptica, aumento de 40x.
Coloracao hematoxilina-eosina. Nota: A. Delgado estrato corneo; B. Concentracgéo distal de tecido de

granulacéo; C. Alinhamento de tecido de concentracéo.

Conforme a figura 10 observamos a reparacédo da epiderme com auséncia de
solucdo de continuidade e apresentacdo delgada do estrato corneo. Constatamos
alinhamento de tecido de granulacdo ao longo da regido de incisdo na derme.

Identificamos também, a presenca dos anexos da derme nas proximidades do local
da regeneracéo tecidual.
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Figura 11 — Fotomicrografia do animal do grupo tratado com ultrassom 3MHz, 2,0W/cm?2 de
intensidade, por um periodo de 7 dias consecutivos. Vista panoramica, microscopia 6ptica, aumento
40x. Coloracéo hematoxilina-eosina. Nota: A. Ampla area de estrato cérneo espesso; B.

Concentragéo distal de tecido de granulagéo; C. Disperséo do tecido de granulacéo na derme.

Em todos os animais do grupo estudado (Figura 11), podemos constatar uma
grande area de espessamento da epiderme, bilateralmente ao local da incisédo
cirdrgica. Observamos auséncia de papilas dérmicas ao longo da camada
epidérmica no local da lesdo. Frequentemente, identificamos neste local a
concentracdo de tecido de granulacdo disperso entre as camadas da derme e
epiderme. No local da incisdo cirurgica houve presenca de tecido de granulacdo e
sua dispersdo em todas as camadas da derme. Observamos neste local, ampla area
com auséncia de anexos da derme além de desorganizacdo da derme com

comprometimento da hipoderme e camada muscular.
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Figura 12 — Fotomicrografia de animal do grupo controle, tratado com ultrassom 3MHz, desligado, por
um periodo de 21 dias consecutivos. Vista panoramica, microscopia 6ptica, aumento de 40x.

Coloracao hematoxilina-eosina. Nota: A seta demonstra area de reparacéao tecidual.

Todos os animais do grupo controle, apds a incisdo cirargica de 21 dias,
apresentaram o mesmo padrdo de reparacdo tecidual. Foi possivel observar
conforme a figura 12 uma reorganizacédo da epiderme e da derme, redistribuicdo dos
anexos do tegumento com tecido de granulacao disperso.

Figura 13 — Fotomicrografia do animal tratado do grupo tratado com ultrassom 3MHz, 0,5W/cm? de
intensidade, em 21 sessdes consecutivas. Vista panoramica, microscopia optica, aumento de 40x.

Coloracdo hematoxilina-eosina. Nota: A seta indica area de reparacéo tecidual.
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Foi possivel observar de acordo com a figura 13 que houve um padrdo de
reparacao tecidual semelhante em todos os animais do grupo tratado com ultrassom
de 3Mhz, 0,5W/cm?2 de intensidade, com tratamento diario por 21 dias.

Constatamos menor area com tecido de granulacdo demonstrando maior
processo de reorganizacdo da derme e também da epiderme na regeneragdo da
area de incisdo. Observamos também, grande quantidade de anexos da derme na

area regenerada.

Figura 14 — Fotomicrografia do animal do grupo tratado com ultrassom 3MHz, 2,0W/cm?2 de
intensidade, por um periodo de 21 dias consecutivos. Vista panoramica, microscopia éptica, aumento
de 40x. Coloracao hematoxilina-eosina. Nota: A. Espessamento do estrato cérneo; B. Auséncia de
papilas dérmicas; C. Auséncia de anexos da derme; D. Intenso tecido de granulacao;

E. Tecido necrético.

Em todos os animais do grupo tratado com ultrassom 3MHz, continuo,
2,0W/cm? de intensidade, por 21 dias consecutivos com inicio 24h ap0s o ato
cirrgico, apresetaram intensa desorganizacdo da derme com grande éarea de
distribuicdo de tecido de granulacdo. Além disso, houve perda intensa dos anexos
da derme e auséncia do padrdo normal de reparacao tecidual.

Conforme a figura 14 foi possivel observar em todos os animais deste grupo
um espessamento do estrato cérneo, formacdo de crosta e tecido necrético. Perda
da camada hipodérmica e perda da camada muscular.
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4.2 ANALISE ESTATISTICA DOS COLAGENOS TIPOS | E IlI

Ao observar a fotomicrografia abaixo (Figura 15) com luz polarizada,
comparamos a mesma figura em coloracdo de Hematoxilina Eosina e identificamos
nitidamente o afastamento das bordas incisionais as quais foram quantificadas em
trés campos. A coloragdo amarelo-laranja mostra o colageno tipo | ja existente e o

colageno tipo Il em coloracéo verde.

Figura 15 — Fotomicrografia do animal do grupo controle tratado com ultrassom de 3MHz, intensidade
0,0W/cm?, por 3 dias. Vista panoramica, aumento 40x, coloracéo picrosirius, microscopia de
polarizagdo. Nota: A seta indica a inciséo por primeira intengdo com auséncia dos colagenos tipos | e

Il no local da cicatriz.
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Figura 16 — Fotomicrografia do animal do grupo tratado com ultrassom de 3MHz, 0,5W/cmz2 de
intensidade, por um periodo de 3 dias consecutivos. Vista panoramica, aumento de 40x, microscopia
de polarizagéo, coloracao picrosirius. Nota: a seta indica &rea de incisédo, com afastamento das

bordas e sem presenca de colagenos tipos | e Ill na cicatriz.

A figura 16 demonstra area de incisdo, num periodo de 3 sessbfes de
tratamento com ultrassom de 3MHz e intensidade 0,5W/cm2, modo continuo. Ha
presenca de colagenos tipos | e lll nas bordas da cicatriz ja existentes, nao
apresentando reparo.

Figura 17 — Fotomicrografia do grupo tratado com ultrassom de 3MHz, 2,0W/cm?2 de intensidade,
modo continuo, durante 3 dias consecutivos. Vista panoramica, aumento 40x, microscopia de

polarizagéo, coloracgéo sirius red. Nota: as setas indicam crosta e local da inciséo.
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A figura 17 representa o grupo experimento 2, tratado com ultrassom de
intensidade 2,0W/cmz2, por um periodo de 3 dias consecutivos ndo apresentando
regeneracao local. Podem-se observar um afastamento das bordas da cicatriz com

auséncia dos colagenos tipos | e lll no local.

Figura 18 — Fotomicrografia do animal do grupo controle, tratado com ultrassom de 3MHz, 0,0W/cm?
de intensidade, modo continuo, por 7 dias consecutivos. Vista panoradmica, aumento 40x, microscopia

de polarizagéo, coloracgao picrosirius. Nota: a seta indica area da cicatriz.

A figura 18 demonstra a area da cicatriz com presenca dos colagenos tipos | e

[ll, porém nao totalmente preenchida.
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Figura 19 — Fotomicrografia do grupo tratado com ultrassom de 3MHz, 0,5w/cmz2 de intensidade,
modo continuo, durante 7 dias consecutivos. Vista panoradmica, aumento 40x, microscopia de

polarizagéo, coloragéo picrosirius. Nota: A seta indica a linha da inciséo e reparacgéo.

Conforme figura 19, podemos observar a presenca de colagenos tipos | e lli
no local da incisdo, indicando presenca de cicatrizacdo. Entretanto, a seta

demonstra a ferida ndo preenchida totalmente, correspondendo a fase de fibroplasia.

Figura 20 — Fotomicrografia do animal do grupo tratado com ultrassom de 3MHz, com 2,0 W/cm2 de
intensidade, modo continuo, por um periodo de 7 dias consecutivos. Vista panoramica, aumento de

40x, microscopia Optica polarizada, coloragdo sirius red. Nota: A seta indica regido da cicatriz.
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De acordo com a figura 20, identificamos a presenca dos colagenos tipos | e
IIl no local da incisé@o, porém nao esta totalmente preenchida.

Figura 21 — Fotomicrografia do animal do grupo controle, tratado com ultrassom de 3Mhz, 0,0W/cm?2
de intensidade, por 21 dias consecutivos. Vista panoramica, aumento 40x, microscopia éptica
polarizada, coloracéo picrosirius. Nota: A: indica regiéo de cicatriz; B: anexos da derme. C. Camada

muscular.

Conforme a figura 21, observamos regeneracao total da linha incisional.
Presenca de colagenos Tipos | e lll, anexos preservados e na linha da cicatriz,

demonstrando ser um tecido praticamente normal. Camada muscular preservada.
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Figura 22 — Fotomicrografia do animal tratado com ultrassom 3MHz, 0,5W/cmz2 de intensidade, modo
continuo, durante 21 dias consecutivos. Vista panoramica, aumento de 40x, microscopia de
polarizacdo, coloracdo picrosirius. Nota: A. Inciséo regenerada; B. Anexos da derme;

C. Camada muscular.

Conforme a figura 22, foi possivel observar uma total regeneracdo da
epiderme e derme e preservacdo da camada muscular. Constatamos também, a
presenca dos anexos da derme na regido da cicatriz além de sua preservacao neste
tecido. Apresentacédo do colageno tipo | amarelo-laranja ou vermelho e colageno tipo

[l com coloracéo verde na area incisional indicando o reparo.
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Figura 23 — Fotomicrografia do animal tratado com ultrassom 3MHz, intensidade 2,0W/cmz2, modo
continuo, durante 21 dias consecutivos. Vista panoramica, aumento de 40x, microscopia de
polarizagéo, coloragéo picrosirius. Nota; A. Regido periférica da cicatriz; B. Auséncia de anexos da

derme; C. Auséncia de camada muscular; D. Intenso tecido de reparacgéo.

Ao analisar qualitativamente a cicatrizacdo do grupo tratado com ultrassom
3MHz, modo continuo, intensidade 2,0W/cmz, na figura 23, observamos em todos os
animais uma intensa area de tentativas de regeneracdo a qual intensificou a
presenca do colageno tipo lll, na coloragéo verde.

Nas bordas da incisdo houve necrose com perda dos tecidos no local da
incisdo promovidos pelo tratamento, impossibilitando qualquer analise local.

Observamos, também, uma perda total dos anexos da derme e da camada

muscular acompanhadas de intensa fibrose.

4.3 RESULTADOS DA ANALISE ESTATISTICA DO PROGRAMA IMAGE PROPLUS

Inicialmente, tanto para colageno tipo | como para colageno tipo lll, testou-se
a hipétese nula de inexisténcia de interacdo entre os grupos (controle, grupo 1,
tratado com ultrassom de 3MHz, continuo, 0,5W/cm? de intensidade e grupo 2,
tratado com ultrassom de 3MHz, modo continuo, 2,0W/cm? de intensidade) e
momento de sacrificio (3, 7 e 21 dias), versus a hipotese alternativa de existéncia de

interacdo. O resultado do teste indicou a rejeicdo da hipotese nula (p<0,001). Sendo
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assim, nao foi possivel avaliar simultaneamente os dois fatores (grupo e momento) e
a andlise prosseguiu comparando-se 0s grupos em cada momento de sacrificio e

comparando momento de sacrificio dentro de cada grupo.

4.3.1 Variavel: colageno tipo |

Considerando cada momento de sacrificio, testou-se a hipotese nula de que a
média de colageno | foi igual para os trés grupos do estudo, versus a hipGtese
alternativa de que pelo menos um grupo tem média diferente dos demais. Na tabela
1 foram apresentadas estatisticas descritivas de colageno tipo | de acordo com os
grupos e os valores de p dos testes estatisticos.

Para a comparacdo em que houve diferenca significativa entre 0os grupos
(p<0,05), foram feitas as comparacdes dos grupos dois a dois.

Tabela 1 — Colageno tipo |

.- : L o Desvio Valor de
Momento Grupo N Media Mediana Minimo Maximo .
padréo p

3 dias Controle 10 11,97 13,10 3,62 16,80 4,23

05wem®* 9 17,32 17,24 6,46 24,78 5,54

2w/cm* 10 13,64 12,63 5,86 21,94 5,58 0,089
7 dias Controle 10 26,53 26,11 16,90 33,74 5,34

0,5w/cm® 10 26,71 27,37 17,43 36,22 6,21

2w/cm® 10 21,18 21,21 7,72 38,38 9,58 0,175
21 dias Controle 10 34,48 35,67 19,82 48,34 8,83

0,5w/icm® 10 38,94 37,26 25,68 65,95 12,33

2w/cm®* 10 7,10 7,10 1,82 11,24 3,50 <0,001*

Quando comparadas as intensidades dos grupos em 3 dias, com a
quantificacdo da area da variavel colageno tipo I, suas médias e desvios padroes,
nao obtivemos resultados significativos (p=0,089). O mesmo aconteceu para a

variavel colageno tipo | para o tempo de 7 dias de aplicagdo do ultrassom
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terapéutico apresentando p=0,175 ndo havendo diferenca significativa entre a area
quantificada relacionada as diferentes intensidades dos protocolos.

Em 21 dias a diferenca das médias das areas de colageno tipo | entre as
intensidades apresentou respostas significativas com p<0,001. Pareadamente
comparadas, a intensidade zero do grupo controle 21 dias versus a intensidade
0,5W/cm? do grupo 1 em 21dias, temos p=0,277 ndo havendo significancia entre
eles onde controle apresentou 34,48% da area média da cicatriz para a variavel
colageno tipo | (£8,83) e o grupo 1 apresentou média de 38,94% para a variavel
colageno tipo | (£12,33).

Ao compararmos nesse mesmo grupo de 21 dias de terapia, houve
significancia entre grupo controle e grupo 2, tratado com ultrassom 3MHz, modo
continuo e intensidade 2,0W/cmz2 (p<0,001) para a variavel colageno tipo | e area
quantificada. O grupo controle apresentou maior média da quantidade de colageno
tipo | na area de cicatriz (34,48% e +8,83) que o grupo 2 (7,10% e £3,50).

No mesmo tempo de 21 dias, comparamos as duas intensidades utilizadas
nos tratamentos grupos 1 e 2 e observamos significancia entre elas e variavel
colageno tipo | (p<0,001). Ha& maior quantidade média de colageno tipo | no grupo
tratado com a intensidade 0,5W/cm? (38,94% e +12,33) que no grupo tratado com a
intensidade 2,0W/cm?2 (7,10% e £3,50). Vale ressaltar que os dados mensurados do
colageno tipo | no grupo tratado com intensidade 2,0W/cm?2 foram quantificados nas
bordas da linha incisional pois na linha central seria zero.

Considerando cada grupo, testamos a hipétese nula de que a média de
colageno tipo | é igual para os trés momentos de sacrificio, versus a hipotese
alternativa de que pelo menos um momento tem média diferente dos demais. Na
tabela 2 sdo apresentadas estatisticas descritivas de colageno tipo | de acordo com
0s momentos e os valores de p dos testes estatisticos. Para as comparacées em
que houve diferenca significativa entre os momentos (p<0,05), foram feitas as

comparagdes dos momentos dois a dois.
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Tabela 2 — Colageno tipo |

Desvio
Grupo Momento N Média Mediana Minimo Maximo . Valor de p
padréo

Controle 3dias 10 11,97 13,10 3,62 16,80 4,23
7dias 10 26,53 26,11 16,90 33,74 5,34
21dias 10 34,48 3567 19,82 48,34 8,83 <0,001*
0,5 ,
Wiz 3dias 9 1732 1724 646 2478 554
7dias 10 26,71 27,37 1743 3622 621
21dias 10 3894 37,26 2568 6595 12,33 <0,001**
2W/cm? 3dias 10 13,64 12,63 586 21,94 558
7dias 10 21,18 21,21 7,72 3838 9,58

21 dias 10 7,10 7,10 1,82 11,24 3,50 <0,001***

Ao compararmos a quantidade média da area de colageno tipo | referentes
aos tempos de terapia ultrassbnica 3 e 7 dias, observamos diferenca significativa
(p<0,001) onde houve um aumento da variavel colageno tipo | no grupo controle com
média 11,97% e 4,23 em 3 dias para a média 26,53% e 15,34 em 7 dias. Num
mesmo contexto, ha significAncia na variavel quantificada de colageno tipo | de 3
dias versus 21 dias de terapia para o grupo controle (p<0,001). Observamos um
aumento da média de colageno tipo | de 11,97% e +4,23 em 3 dias para 34,48% e
18,83 em 21 dias. Ainda no grupo controle, ha significAncia na quantidade de
colageno tipo | quando comparamos 7 e 21 dias de tratamento (p=0,010). Temos um
aumento relevante na quantidade média de colageno tipo | entre 7 dias (26,53% e
15,34) e 21 dias (34,48% e 18,83).

Observando o quadro acima, comparamos 0s momentos de sacrificio na
intensidade 0,5W/cm?2 e significancia em todos eles relacionados a quantificacado de
colageno tipo I. Quando comparamos 3 e 7 dias nesse grupo, temos p=0,026. Com
isso, observamos um aumento na média de colageno tipo | na area da inciséo de
17,32% e +5,54 (3 dias) para 26,71% e +6,21 (7 dias). Ainda na intensidade
0,5W/cmz?, verificamos um aumento da meédia do colageno tipo | em 3 dias
significativamente para 21 dias (p<0,001). Os dados nos fornecem que a variavel
aumentou de 17,32% e 5,54 em 3 dias para 38,94% e +12,33 em 21 dias. Quando

comparamos a quantidade média de colageno tipo | desse grupo entre 7 e 21 dias,
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temos p=0,004. Observamos um aumento significativo de 26,71% e 6,21 em 7 dias
para 38,94% e 12,33 em 21 dias.

Ao analisarmos os momentos de sacrificio na intensidade ultrassonica de
2,0W/cm2 observamos significancia (p=0,018) entre as médias da quantidade de
coladgeno tipo | em 3 e 7 dias. Em 3 dias temos 13,64% de coldgeno tipo | na &rea de
cicatriz para £5,58 e 21,18% e +9,58 em 7 dias. Quando comparados os tempos de
sacrificio 3 dias com 21 dias nesse grupo temos uma diminuicdo significativa da
variavel colageno tipo | (p=0,038). Houve um decréscimo na quantidade de colageno
tipo | de 13,64% e £5,58 em 3 dias para 7,10% e +3,50 para 21 dias. Nesse mesmo
grupo, comparamos a quantidade média de colageno tipo | na area das bordas da
incisdo entre 7 e 21 dias. Observamos uma diminuicdo significativa (p<0,001) da
guantidade desse colageno de 21,18% para 7,10% e desvio padrdo de + 9,58 para
+3,50.
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Gréfico 1 — Colageno tipo |

O gréfico 1 representa o tempo total da terapia ultrassénica e a variacdo da

area quantificada em porcentagem da variavel colageno tipo I.
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Podemos observar que o estimulo ultrassdnico apresentou-se superior na
intensidade 0,5W/cm? quando comparado entre grupo controle e tratado com
ultrassom 2,0W/cm2 em 3 dias, porém, nao significativamente (p=0,089). Também
nesse mesmo periodo de terapia, o grupo tratado com a intensidade 2,0W/cmz?
obteve maior média de coladgeno tipo | quando comparado ao grupo controle.

No periodo de 7 dias de terapia ultrassonica, 0 grupo tratado com ultrassom
na intensidade 2,0W/cm?2 apresentou insucesso quando comparado aos demais
grupos, sendo que o grupo controle e o grupo tratado com ultrassom 0,5W/cm?
obtiveram respostas similares na variavel colageno tipo |I. O valor de p néo foi
significativo p=0,175.

Em 21 dias de terapia ultrassénica, o grafico 1 demonstra, notoriamente, a
menor quantidade de colageno tipo | no grupo tratado com a intensidade 2,0W/cmz2.
Ha maior quantidade desse colageno no grupo tratado com ultrassom terapéutico
com intensidade 0,5W/cm?, atingindo resposta significativa (p<0,001) onde a média
desse grupo foi de 38,94% e 12,33 para 34,48% do grupo controle e 7,10% do

grupo tratado com intensidade 2,0W/cmz2.

4.3.2 Variavel: colageno tipo Il

Considerando-se cada momento de sacrificio, testou-se a hipétese nula de
que a média de colageno tipo Ill é igual para os trés grupos do estudo, versus a
hip6tese alternativa de que pelo menos um grupo tem média diferente dos demais.
Na tabela abaixo sdo apresentadas estatisticas descritivas de colageno tipo Il de
acordo com o0s grupos e os valores de p dos testes estatisticos. Para a comparacao
em que houve diferenca significativa entre os grupos (p<0,05), foram feitas as

comparacoes dos grupos dois a dois.
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Tabela 3 — Coléageno tipo Il
Momento Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor de
padréo p

3 dias Controle 10 2,61 2,30 0,15 5,11 1,52

05wicm* 9 4,26 4,07 2,93 5,70 0,98

2w/icm® 10 2,06 1,96 0,78 3,73 1,10 0,006*
7 dias Controle 10 3,76 2,98 1,24 12,80 3,38

0,5w/cm* 10 6,15 4,85 1,85 13,80 3,73

2w/icm? 10 3,76 3,12 1,28 8,33 2,29 0,101
21 dias Controle 10 9,81 9,95 6,05 11,91 1,62

0,5w/cm? 10 11,46 10,62 6,64 19,62 3,82

2w/icm?® 10 14,64 11,42 5,63 44,62 11,04 0,341

*Controle x 0,5 W/cm2: p=0,013
Controle x 2 W/cmz:  p=0,435
0,5 w/cmz x 2 W/cmz:  p=0,002

Ao compararmos as intensidades e grupo controle em 3 dias, podemos
observar diferenca significativa entre eles para a variavel colageno tipo Il (p<0,006).
Houve um aumento significativo da quantidade de colageno tipo Ill na area da
incisdo na intensidade 0,5W/cm2 quando comparado ao grupo controle (p=0,013)
onde as médias sao: 4,26% e 2,61% respectivamente, e desvios padrbes de +0,98 e
11,52 respectivamente.

N&o apresentou significancia (p=0,435) quando comparados 0Ss gQrupos
controle e tratado com intensidade 2,0W/cm2. Entretanto, ao comparar as
intensidades dos grupos tratado com ultrassom 0,5W/cm? e tratado com ultrassom
2,0W/cm?2 observamos um aumento significativo (p=0,002) da variavel colageno tipo
[l na intensidade menor com média 4,26% e Dpzx 0,98 para 2,06% e +1,10 da
intensidade maior em 3 dias.

Em 7 dias de terapia ultrassdnica ndo houve diferenca significativa (p=0,101)
da variavel colageno tipo Ill entre os grupos, apesar do grupo 1 ter apresentado
melhor estimulo.

Podemos observar, na tabela 3, que a comparacao entre a variavel colageno

tipo Ill e as intensidades, no periodo de 21 dias de terapia ultrassénica, néo
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apresentou resposta significativa (p=0,341). Vale ressaltar que a quantificacdo da
variavel colageno tipo Ill no grupo tratado com intensidade 2,0W/cm? foi nas bordas
da cicatriz, diferentes das demais as quais foram quantificadas na linha da inciséo.
Considerando-se cada grupo, testou-se a hipétese nula de que a média de
coladgeno Il é igual para os trés momentos de sacrificio, versus a hipotese alternativa
de que pelo menos um momento tem média diferente dos demais. Na tabela 4 foram
apresentadas estatisticas descritivas de colageno Il de acordo com 0s momentos e
os valores de p dos testes estatisticos. Para as comparacbes em que houve
diferenca significativa entre os momentos (p<0,05), foram feitas as comparac¢des dos

momentos dois a dois.

Tabela 4 — Coléageno tipo Il

_ _ . _ Desvio Valor de
Grupo  Momento N Média Mediana Minimo Maximo .
padréo p
Controle 3 dias 10 2,61 2,30 0,15 511 1,52
7 dias 10 3,76 2,98 1,24 12,80 3,38

2l1dias 10 9,81 9,95 6,05 11,91 1,62 <0,001*

\(/)\;/imz 3 dias 9 426 4,07 2,93 5,70 0,98

7 dias 10 6,15 4,85 1,85 13,80 3,73

2l1dias 10 11,46 10,62 6,64 19,62 3,82 <0,001**
2w/cm® 3 dias 10 2,06 1,96 0,78 3,73 1,10

7 dias 10 3,76 3,12 1,28 8,33 2,29

2ldias 10 14,64 11,42 5,63 44,62 11,04 <0,001***

Quando comparados a quantidade de colageno tipo Ill e os dias do sacrificio
observamos um aumento significativo na quantidade de coldgeno do grupo controle
entre 7 e 21 dias (p<0,001) e também na quantidade inicial de colageno e final
equivalendo a 3 e 21 dias (p<0,001).

Entre 7 e 21 dias, temos quase 3 vezes mais quantidade de colageno onde a
média de 3,76% passou para 9,81%. Ao quantificarmos 3 e 21 dias temos 2,61% de

colageno tipo Ill de média inicial para 9,81% de média final.
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Entre 3 e 7 dias ndo observamos aumento significativo na quantidade de
colageno tipo Il (p=0, 265).

Ao analisar o grupo tratado com ultrassom de intensidade 0,5W/cmz2 e os dias
de terapia, constatamos um aumento significativo na variavel colageno tipo Il entre 3
e 21 dias (p<0,001), e 7 e 21 dias (p<0,001). O mesmo ndo observamos entre 3 e 7
dias n&do apresentando aumento significativo para p=0,199.

Para 7 dias temos 6,15% de média de colageno tipo Il e £3,73. Em 21 dias
observamos quase o dobro de colageno tipo Il (11,46%) para +3,82.

No grupo tratado com intensidade 2,0W/cm?, também foi possivel observar
significancia estatistica para a variavel colageno tipo Ill entre 3 e 21 dias (p<0,001) e
entre 7 e 21 dias (p<0,001). Nao observamos significancia estatistica para a variavel
colageno tipo Il entre 3 e 7 dias (p=0,051).

As médias para os colagenos 3, 7 e 21 dias foram: 2,06%, 3,76% e 14,64% e
seus desvios padrdes, respectivamente: £1,10, £2,29 e +11,04.
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Gréfico 2 — Colageno tipo IlI

O grafico 2 representa a variavel colageno tipo Il em seus tempos e

intensidades. Foi possivel observar a ineficiéncia da terapia ultrassonica na
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intensidade 2,0W/cm2. Em todos o0s grupos tratados nessa intensidade notamos
resultados ndo reprodutiveis quando comparamos 0 grupo controle e as demais
intensidades. O aumento, nao significativo da variavel colageno tipo lll, em 21 dias,
nas intensidades 2,0W/cm2 e 0,5W/cm?, indicou o retardo do processo de

cicatrizagéo.
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5 DISCUSSAO

Pelos achados, notadamente, a eficacia do ultrassom do modo continuo foi
comprovada em varios protocolos de reparo de diferentes tecidos que compdem
0ssos, tendBes, musculos (GARAVELLO et al.,, 1997; FERNANDES; ALVES;
SOUZA, 2003; KARNES; BURTON, 2002). Poucos séao os trabalhos que validam
esse modo de emissao de onda quando aplicado sob lesdo de pele. Atualmente, o
ultrassom pulsado € mais utilizado que o ultrassom continuo nas fases do reparo da
pele devido aos seus efeitos ndo térmicos ou microtérmicos conforme relato de
Watson (2008).

Sob essa perspectiva, Byl et al. (1993) compararam o modo continuo com o
modo pulsado concluindo haver maior deposicédo de colageno em lesdo de pele de
porcos na intensidade 0,5W/cmz2, modo pulsado, durante 5 minutos de exposicéo de
onda. Em contrapartida, Cambier e Vandestraeten (1997) ndo observaram diferenca
significativa entre os modos na cicatrizacdo de queimaduras em ratos.

Em protocolo de comparacdo semelhante desenvolvido no processo de
regeneracdo de tenddes, Cunha, Parizotto e Vidal (2001) constataram que o
ultrassom pulsado na intensidade 0,5W/cm?, contribuiu com uma melhor organizacao
do colageno que o modo continuo. Neste ultimo observaram também, diminuicdo da
aceleracao no reparo.

De acordo com Boucaud et al. (2001) a partir da exposicao de segmentos de
pele humana e de ratos glabra, in vivo e in vitro, ao ultrassom terapéutico de
frequéncia 20kHz e intensidade de 0,25W/cm? a 7,0W/cm?, no modo pulsado e
continuo, observaram eritema apos exposi¢cdo em intensidade acima de 2,5W/cm2,
lesdo dérmica e necrose muscular apos 24h.

Neste mesmo contexto, Ter Haar (2007) relata que a maioria das pesquisas
desenvolvidas com o modo pulsado indica possuir mais beneficios no reparo de
tecidos moles que o modo continuo em intensidades ndo excedentes a 0,5W/cmz2. O
mesmo autor ressalta ainda, sobre indicios de que o ultrassom, nos modos continuo
e pulsado, com freqiiéncia 1,5W/cm? seja mais eficaz que o ultrassom de freqiiéncia
3MHz.

Como na literatura, os achados da pesquisa mostraram haver maior numero
de trabalhos defendendo o uso do modo pulsado por facilitar a dispersédo do calor,

efeito térmico menor e mecanico maior, parece ser este 0 método mais eficaz. E
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necessario salientar que nessas pesquisas, quase por unanimidade, os autores
sugerem um numero maior de andlises no equipamento de ultrassom e
principalmente, defendem a necessidade do desenvolvimento de novos protocolos
sobre a frequiéncia, modo de emissdo de onda escolhido, intensidade e tempo de
aplicacéo.

Na literatura identificamos haver escassez de analise do modo continuo no
tratamento de reparacdo da pele. Essa ocorréncia ndo exclui o modo continuo para
fins terapéuticos. Notamos que ndo ha consenso na discriminacdo do modo continuo
como ineficiente no processo de regeneracgéo tecidual. Desta forma, neste trabalho
procuramos avaliar apenas a eficacia do modo continuo nas diferentes fases da
regeneracao sem compara-las com outros modos e métodos de pesquisa. De forma
oculta objetivamos, também, contribuir com a construcéo do protocolo de tratamento
efetuado com o ultrassom no modo continuo em reparo de pele.

O rato Wistar foi escolhido como material experimental por ser um animal de
facil obtencdo e manuseio no biotério. A regido dorsal foi selecionada para o
procedimento cirargico por encontrar-se relativamente menos exposta as
contaminagdes, pelo menor contato com urina, fezes e saliva do animal, diminuindo
os riscos de infeccdo. No referente ao processo de regeneracdo esse animal
experimental apresenta tanto a composicdo da pele quanto a capacidade de
regeneracao tecidual semelhante aos humanos.

A padronizacdo do tempo, da freqiiéncia de estimulacédo, da intensidade e dos
tecidos regenerados pelos procedimentos utilizados na terapia ultrassénica no modo
continuo apresentam grande variacdo na literatura consultada (POLACOW et al.,
2005).

A escolha desse método de pesquisa baseou-se no protocolo descrito por
Harvey, Dyson e Pond (1975) onde foi aplicado o ultrassom continuo 3MHz, nas
intensidades 0,5W/cm? e 2,0W/cm?, durante 4 dias. Os mesmos autores observaram
maior sintese de coldgeno nos resultados apresentados. Este fato influenciou a
elaboracao desse protocolo de pesquisa. Assim, optamos por aplicar o ultrassom no
modo continuo na freqiéncia de 3MHz, nas intensidades 0,5W/cm2 e 2,0W/cm?2
conforme autor supracitado, porém a escala de tempo foi inspirada nas diferentes

fases do processo de reparacao.
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Aplicamos a terapia ultrass6nica por 5 minutos de radiacdo diaria. Efetuamos
a sequéncia de aplicacdes durante os proximos 3 dias (fase inflamatéria), 7 dias
(fase proliferativa) e 21 dias (fase de remodelagem).

E necessério salientar que por precaucdo e prevencdo, iniciamos a terapia
ultrassbnica 24 horas apos a cirurgia. Este fato justifica-se por ndo ser indicado o
uso do ultrassom durante o sangramento, pois 0 mesmo, no modo continuo,
aumenta o fluxo sanguineo.

E notério que na fase inflamatéria (3 dias) o ultrassom possui efeito
estimulante sobre mastdcitos, plaquetas, leucdcitos, macrofagos (WATSON, 2008).
Segundo Leung, Ng e Yip (2004), Nussbaum (1997); Mortimer e Dyson (1988) a
aplicacao do ultrassom induz a degradacao dos mastécitos. Esse resultado melhora
a qualidade e normalidade dos eventos inflamatérios. Apesar de nao focarmos
andlise nas alteragbes celulares na fase inflamatoéria, identificamos nesta fase
espessamento da epiderme e inicio de formacao de tecido de granulacédo no local da
incisdo.

E sabido, também, que na fase proliferativa (7 dias), o efeito estimulante se
da principalmente em fibroblastos, mioblastos e células endoteliais. Analisando os
nossos resultados nessa fase identificamos intensa presenca de tecido de
granulacéo o qual foi melhor observado no grupo Experimento 1, grupo este formado
por animais tratados com terapia ultrassénica 0,5W/cm2. Da mesma maneira, este
efeito estimulante resultou na formacgéo significativa (p<0,05) de colageno tipo Il
comparado ao controle e intensidade 2,0W/cm?2.

No periodo correspondente a fase de remodelagem (21 dias) conforme
Nussbaum (1997), Huys et al. (1993) e Byl et al. (1996) a terapia ultrassonica
influencia tanto a orientacdo das fibras coldgenas recém formadas como a
maturacdo do colageno tipo Il causando assim, aumento da capacidade de
regeneracdo. Comparando com os resultados obtidos nos grupos 1 e 2 formados,
respectivamente, por grupo tratado com ultrassom 3MHz, continuo, intensidade
0,5W/cm2 e grupo tratado com ultrassom de 3MHz, continuo, intensidade 2,0W/cm?
0 uso prolongado até 21 dias ndo demonstrou resultados favoraveis que pudessem
ser aplicados clinicamente em reparo de pele. Os resultados obtidos no grupo 1 e
analisados por polarizagcdo demonstraram aumento na quantidade de colageno tipo |
e lll, sugerindo reverberagao e intensificacdo do processo de regeneracgdo. De forma

semelhante podemos observar, por analise da coloragdo com HematoxilinaEosina, a
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formacao do tecido de granulagcéo no local da incisdo. Em todos os animais do grupo
2 observamos intensa desorganizacao da derme com grande &rea de distribuicdo de
tecido de granulacdo. Além disso, identificamos perda intensa dos anexos da derme
e auséncia do padrdao normal de reparacdo tecidual. Observamos ainda
espessamento do estrato corneo, formacgdo de crosta e tecido necroético, perda da
camada hipodérmica e perda da camada muscular do musculo cutaneo do tronco.
Baseados nesses fatos, relatamos a inviabilidade do uso do ultrassom terapéutico
3MHz, modo continuo, na intensidade 2,0W/cm2 num prolongado periodo de tempo.

Conforme o protocolo estabelecido por Dyson (1987) e adotado neste
experimento, o tempo de aplicagcdo de 5 minutos foi suficiente para gerar os efeitos
térmicos e atérmicos. Outros autores como Matheus et al. (2008), seguiram
semelhantes protocolos de tempo, porém com diferentes metodologias nos seus
experimentos.

Karnes e Burton (2002) estudando o ultrassom continuo 1MHz, 0,5W/cm? de
intensidade, tempo de 1 minuto, em musculo esquelético lesado, observaram que
entre 3 e 5 dias o0 estimulo ultrassbnico ndo obteve resposta significativa quando
comparado ao controle, entretanto, em 7 dias acelerou o reparo do musculo. Apesar
de ndo ter sido o foco desta pesquisa, analisar a regeneracdo do musculo cutaneo
do tronco, constatamos, quando comparamos 0S nossos resultados com os autores
supracitados, a existéncia de fibras musculares regeneradas, com nucleo central,
dessa camada muscular no mesmo periodo de 7 dias.

Harvey, Dyson e Pond (1975) verificaram o ultrassom continuo 3MHz, nas
intensidades 0,5W/cm? e 2,0W/cm? durante 4 dias. Identificaram aumento
significativo da sintese protéica e alteracdo na membrana da célula, além da
guantidade de fibroblasto o qual resultou em maior sintese de colageno. Da mesma
forma, ao compararmos a quantidade de colageno tipo Il do grupo controle com o
grupo 1, tratado com terapia ultrassénica 0,5W/cm?, observamos um aumento
significativo deste componente. Novamente, fazendo a comparacao entre 0 grupo
controle e o grupo 2, tratado com terapia ultrassénica, 2,0W/cm2 de intensidade,
identificamos neste ultimo grupo, menor quantidade de colageno tipo [ll no mesmo
intervalo de tempo.

Lobato e Nazzer (2002) em trabalho experimental em coelhos, concluiram
gue o ultrassom de baixa intensidade 0,2W/cm? e 0,4W/cm?2, 5 minutos por 7 dias

consecutivos mostraram-se mais efetivos para uma menor formacédo de aderéncias
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tendinosas e a baixa intensidade proporcionou melhor resultado. Como trabalhamos
com diferente material e escolha de tecido estes dados invalidam qualquer forma de
comparacao, porém analisando a baixa intensidade e periodo de tempo, adquirimos
qualitativamente resultados similares. Constatamos nos nossos resultados que, em
todos os animais estudados do grupo 1, tratado com ultrassom 0,5W/cm?2, melhor
capacidade de regeneragdo, maior quantidade de tecido de granulacdo dentro do
periodo de tempo até 7 dias.

Ng e Fung (2007) em estudo experimental com ratos, analisaram o ultrassom
terapéutico modo continuo nas intensidades 0,5W/cmz?, 1,2W/cm?, 2,0W/cm? e
controle em 22 sessOes terapéuticas com tempo de aplicacdo de 1 minuto.
Observaram que as trés intensidades foram melhores quando comparadas ao
controle e ndo obtiveram diferenca significativa entre elas na densidade das fibras
de colageno do tendao calcaneo. Justificando que a alta intensidade utilizada num
curto periodo de tempo de aplicacdo estimula a regeneracdo do colageno
independente da dose.

Na mesma linha de raciocinio, Robertson (2002) contestou os efeitos
terapéuticos ultrassonicos por nao serem dependentes das intensidades. Os
resultados do nosso trabalho contribuiram para firmar o maleficio ocasionado pela
terapia ultrassénica do grupo 2, tratado com intensidade 2,0W/cm?2, por periodo
prolongado (21 dias) no intervalo de tempo de 5 minutos.

O ultrassom terapéutico apesar de ser utilizado com freqiiéncia, ainda nao
tem seus protocolos de aplicacdo terapéutica padronizados e cientificamente
validados. Nessa forma de andlise a freqiéncia mais utilizada nos tecidos
superficiais como a pele, segundo Hoogland (1986), € de 3MHz. Da mesma forma,
diversos autores reproduziram a intensidade 0,5W/cm2 nos seus experimentos com
propasito de reparo (ALFREDO et al., 2009; GONCALVES et al., 2007; Dyson et al.,
1968 apud GONCALVES et al., 2007).

Apesar de haver reprodutibilidade na frequéncia e intensidade nos métodos
aplicados na terapia ultrassénica, parece ndo existir parametros estabelecidos de
dosimetrias e discrepancia na analise da profundidade de penetracdo da emissao
ultrassonica e grau de absorcdo pelos tecidos, (TER HAAR, 1998; HOOGLAND,
1986; WARD, 1980; MCDIARMID; BURNS, 1987 apud LOW; REED, 2001).

Da mesma forma, S& et al. (2006) relataram haver escassas evidéncias

cientificas dos efeitos do ultrassom sobre os tecidos biologicos, relacionando esse



86

fato as inumeras falhas metodoldgicas, incluindo relagdo do tamanho da &rea de
radiacdo efetiva com a extensdo da lesdo e principalmente informacdes sobre a
calibracédo dos aparelhos.

Cabe ressaltar que efetuamos a calibracdo do equipamento ultrassénico por
meio de afericdo com dosimetro de precisdo para certificar a intensidade de saida do
transdutor com a premissa de preparar o aparelho de forma eficiente para gerar os
efeitos biofisicos esperados no tecido em regeneracao.

Segundo International Electrotechnical Comission (IEC) sobre o equipamento
de ultrassom terapéutico, comumente utilizado na fisioterapia, destacam-se limites
para a protecdo do paciente. Um desses limites € a temperatura do transdutor em
sua face frontal, ndo podendo exceder a temperatura de 41,1° C quando operados
sob agua (DUCK, 2007). Neste contexto ao realizarmos o experimento, observamos
um aquecimento do cabecote na intensidade 2,0W/cmz2, contudo o mesmo nao foi
mensurado. Da mesma forma desconhecemos a temperatura atingida pelo tecido
irradiado promovido pela emissdo da onda ultrassénica. Identificamos nos resultados
do grupo 2, ma cicatrizacdo representada por tecido necrético com destruicdo no
local da incisédo decorrente, provavelmente, por aquecimento. Isso notadamente
contribuiu para a ma cicatrizacao obtida nos resultados desse grupo experimental.

Contrariamente, Allen (2006) e Ter Haar (1999) relataram que o aquecimento
do ultrassom continuo aumenta a extensibilidade do colageno, podendo trabalhar
aderéncias, reducdo do limiar nociceptivo e relaxamento muscular.

Analisando os resultados obtidos a partir da quantificacdo do colageno tipo |
em 3 dias, ndo constatamos dados significativos (p=0,089) entre as diferentes
intensidades dos grupos tratados e também do grupo controle. Nao identificamos
beneficios nem maleficios relevantes que pudessem sugerir indicacéo terapéutica ou
condenacéo do procedimento nos protocolos.

Neste contexto, na analise da apresentacdo do colageno pela aplicacdo do
modo continuo néo foi possivel identificar a extensibilidade do colageno devido a
metodologia adotada. Porém, podemos observar a partir da analise quantitativa um
aumento do colageno tipo | na area da incisdo cirdrgica indicando a organizacdo do
tecido neoformado apoés 21 dias de terapia ultrassdnica nos grupos controle e grupo
1, controle e tratado com intensidade 0,5W/cm?, respectivamente. Entretanto, ao
analisarmos o grupo 2, tratado com intensidade 2,0W/cm?, identificamos uma

diminuicao significativa (p<0,001) do colageno tipo | quando comparado aos demais
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grupos experimentais. Observamos, também, auséncia de colageno tipo | no local da
leséo sugerindo ineficacia do processo de regeneracdo. Nas mesmas condic¢des, ao
analisarmos a terapia aplicada por 7 dias, observamos diferenca na quantificacdo da
area de colageno tipo I. A mesma nao apresentou ser significativa (p=1,75) entre os
grupos controle, grupo 1 e grupo 2. Constatamos que as meédias dos resultados
apresentaram-se similares entre a baixa intensidade (0,5W/cm?) e o grupo controle.
O grupo tratado com intensidade 2,0W/cm2 apresentou menor quantidade de
colageno tipo | quando comparado aos demais grupos. Isso demonstrou ineficiéncia
da terapia ultrassénica nessa intensidade, periodo de tempo e no modo continuo
aplicado. Portanto, estes fatos nos obrigam condenar a aplicacdo do ultrassom no
modo continuo, de intensidade 2,0W/cm2 em médios e longos periodos de
tratamento pés-lesédo de pele.

Na avaliacdo do colageno tipo Ill constatamos diferenca significativa (p<0,05)
entre as médias apresentadas pelo grupo controle, grupo 1 e grupo 2 em 3 dias.
Entretanto, cabe ressaltar que a melhor média apresentada nesse periodo de tempo
pertence ao grupo 1.

Estudando os resultados do colageno tipo lll no momento 7 dias do
experimento observamos auséncia significativa (p>0,05) entre as médias dos trés
grupos estudados. Novamente a melhor média apresentada foi a do grupo tratado
com intensidade 0,5W/cmz indicando maior concentracao de colageno tipo Ill na fase
proliferativa confirmando o estimulo ultrassénico também, observadas nas laminas
fixadas com HematoxilinaEosina onde apresentou maior fibroplasia.

Ao analisarmos a variavel colageno tipo Ill e suas médias entre os trés grupos
estudados no tempo de 21 dias nao identificamos significancia (p>0,05) entre os
resultados. Entretanto, a grande quantidade de colageno tipo Il nessa fase
apresentada pelos grupos estimulados indica a permanéncia do processo de
cicatrizacgéo.

E importante salientar que n&o encontramos na literatura resultados similares
gue pudessem corroborar com 0s nossos achados.

Finalizando a analise, este método mostrou ser eficiente para a terapia
ultrassonica aplicada no grupo 1, de freqiéncia 3MHz, modo continuo, na
intensidade de 0,5W/cm? e periodo de tempo até 7 dias. Visto que ocorreu em todos

0S animais estudados maior quantidade de tecido de granulagdo, melhor
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recuperacdo e apresentacdo dos anexos da pele, satisfatoria quantidade dos
coladgenos tipo | e tipo Il demonstrando sucesso no reparo.

Todavia, mais estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos da terapia
ultrassénica no modo continuo em relacéo a dose, frequiéncia, tempo e nimero de

aplicacoes.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho permitiram concluir que:

- Os efeitos da terapia ultrassénica de 3MHz de frequiéncia, no modo continuo, com
intensidade 0,5W/cm?2, mostrou ser eficiente até 7 dias no protocolo de cicatrizacao
de pele de ratos. Os resultados obtidos pela terapia ultrassénica de 3MHz de
frequiéncia, no modo continuo, com intensidade 2,0W/cm?, os efeitos apresentaram-
se negativos e incompativeis para aplicacao clinica.

- A analise histomorfol6gica demonstrou formacao de tecido de granulacdo no local
da incisdo cirargica por primeira intencdo em todas as fases do processo de
reparacao tecidual apés aplicacdo da terapia ultrassénica na intensidade 0,5W/cmz2.

- O protocolo estabelecido foi satisfatério e eficiente na demonstracao dos diferentes
aspectos da epiderme e da derme no processo de regeneracéo tecidual.

- A terapia ultrassénica promoveu a formacao dos colagenos tipo | e tipo Il em todos
0S grupos analisados. Houve maior quantidade de colageno tipo | ao final do
tratamento no grupo 1, com aplicacdo da intensidade 0,5W/cmz2, comprovando a
eficiéncia do método. Entretanto, constatamos maior formacéo de colageno tipo Il
no mesmo periodo de tempo sugerindo a persisténcia do estimulo e,
conseqlentemente, reverberagdo do processo de regeneracdo NOS Qrupos

estimulados pela onda ultrassénica.
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