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ARTIGO ORIGINAL

EFEITOS DO ULTRA-SOM PULSADO DE BAIXA INTENSIDADE
SOBRE A CICATRIZAQAO POR SEGUNDA INTENCAO DE
LESOES CUTANEAS TOTAIS EM RATOS

EFFECTS OF LOW-POWER PULSED ULTRASOUND ON SECOND-INTENTION HEALING
OF TOTAL SKIN INJURIES IN RATS

ADRIANA CLEMENTE MENDONGA!, ADRIANA DA Sitva FERREIRA?, CrLaubio HENRIQUE BARBIERP, JOSE ANTONIO THOMAZINE?, NiLTon MAzzER®

RESUMO

Avaliamos os efeitos do ultra-som pulsado de baixa inten-
sidade sobre a cicatrizagao de lesdo cutanea produzida na
regiao dorsal de ratos. Utilizamos 60 ratos machos (Wistar,
peso medio de 300g) divididos em dois grupos, sendo:
1) irradiagao simulada; 2) irradiacéo efetiva (freqiéncia fun-
damental de 1,5MHz, freqUéncia de repeticéo de pulsos de
1KHz, largura de pulso de 200 us, intensidade de 30mW/cm?
—SATA, 10 minutos de aplicagao em dias alternados). Estes
foram subdivididos em subgrupos, de acordo com o tempo
de avaliagéo da leséo, de 3, 7 e 14 dias, e a cicatrizagdo foi
avaliada através de andlises planimétrica e histo-morfomé-
trica. Aumento significante (p<0,05) da &rea cicatrizada foi
observado no Grupo 2 (141,88+18,50 mm?) em relagao ao
Grupo 1 (117,38+15,14 mm?), no 14° dia. Houve diminuicao
significante do nimero de células inflamatérias (p<0,05),
associada a um incremento da angiogénese, no Grupo 2
(2196,56 cel/mm2+234,93) em relagcao ao Grupo 1 (2611,68
cel/mm2+423,82), no 3° dia. Nao observamos diferencas
significantes na formagéo de colageno, area de derme e
epiderme entre 0s grupos. Concluiu-se que o ultra-som pul-
sado de baixa intensidade nao apresenta efeitos deletérios e
estimula moderadamente a cicatrizagao cutanea por segunda
intencao em condi¢Oes experimentais, com potencial para
aplicagéo clinica em humanos.

Descritores: Lesdes cutaneas totais; Ultra-som de baixa
intensidade; Cicatrizacao por segunda intengéo.
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SUMMARY

We evaluated the effects of low-power pulsed ultrasound on
Skin injury healing at dorsal region of rats. Sixty male rats were
used (Wistar, mean weight: 300 g) divided into two groups,
namely: 1) simulated irradiation; 2) effective irradiation (basic
rate of 1.5MHz, pulse cycle rate of 1KHz, pulse width of 200
us, power of 30mW/cm2 -SATA, 10 minutes of application in
alternate days). These were further divided into subgroups,
according to the time of injury assessment, as 3, 7, and
14 days, and healing was assessed by planimetrical and
histomorphometrical analysis. A significant increase (p<0.05)
of the healing area was seen for Group 2 (141.88+18.50
mm2) compared to Group 1 (117.38=15.14 mm?2), at the
14th day. There was a significant reduction of the number
of inflammatory cells (p<0.05), associated to an increment
of angiogenesis for Group 2 (2196.56 cel/mm?2+=234.93) in
comparison to Group 1 (2611.68 cel/mm?+423.82), at the
3rd day. No significant differences were seen in collagen
formation, or on dermis and epidermis area between groups.
It was concluded that low-power pulsed ultrasound does not
cause any deleterious effects and can moderately stimulate
skin second-intention healing in experimental environments,
showing a potential to clinical use in human beings.

Keywords: Total skin lesion; Low intensity ultrasound;
Secondary healing.
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INTRODUCAO

O processo de cicatrizagdo ocorre para restaurar a integridade
anatémica e funcional do tecido. Muitos eventos bioquimicos
e celulares, dos quais depende a qualidade da cicatriz forma-
da, estao envolvidos neste processo, que resulta da resposta
tecidual a leséo. O processo de reparagao tecidual é dividido,
de modo geral, em trés fases, de limites ndo muito distintos,
mas sobrepostas no tempo: 1) inflamagao; 2) formacéo do
tecido de granulacdo com deposicao de matriz extracelular;
e 3) remodelagao™.

Hé evidéncias de que o reparo tecidual pode ser estimulado
por agentes fisicos, entre eles o ultra-som. O efeito benéfico
do ultra-som tem sido demonstrado sobre diversos tecidos,
inclusive a pele, destacando-se o0 aumento da angiogénese,
do tecido de granulacdo, do nimero de fibroblastos e da
sintese de colageno, e a diminuicdo de leucocitos e ma-
créfagos, dentre outros @. Os eventuais efeitos benéficos
do ultra-som seriam de grande relevancia, por exemplo, no
tratamento de Ulceras cutaneas cronicas, nas quais ja tem
sido demonstrado o aumento da velocidade de cicatrizagao,
a diminuicao do nimero de células inflamatérias e a melhora
da qualidade do tecido neoformado, sobretudo em trabalhos
de investigagéo clinica®.

Os efeitos benéficos do ultra-som tém sido demonstrados,
sobretudo a baixa intensidade e no modo pulsado, o que mi-
nimiza inclusive o risco de lesdes teciduais que podem ocor-
rer com intensidades elevadas®” e com o modo continuo®.
Baixa intensidade e modo pulsado séo as caracteristicas do
equipamento desenvolvido nos nossos laboratérios e que
tem sido empregado num grande nimero de investigacoes
experimentais e clinicas sobre a cicatrizacdo de diversos
tecidos bioldgicos, principalmente do 0sso®”, mas também
do musculo ©9 e da pele®1.12,

Considerando o pegueno nuimero de estudos controlados
sobre o tema, foi 0 objetivo do presente trabalho avaliar e
quantificar os efeitos da irradiagao ultra-sonica de baixa
intensidade sobre a cicatrizacdo cutanea, num modelo
experimental de lesdo cutanea total em ratos, pela medida
da area da lesdo e por meio de estudos histoldgicos e histo-
morfométricos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 60 ratos machos da raca Wistar de idade
adulta e peso corpéreo médio de 300 g (variagéo: 250 e
350g), esta pesquisa foi aprovada pela Comissao de Etica
em Experimentagao Animal da Faculdade de Medicina de
Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo sob protocolo
nimero 053/2004 na 20° reunido ordinaria realizada em
07/03/2005. Os animais foram mantidos em gaiolas apro-
priadas em grupos de cinco e receberam racdo e agua ad
libitum. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos conforme o tratamento realizado, como se segue:
Grupo 1: irradiagdo simulada (n=30);

Grupo 2: irradiagao efetiva de baixa intensidade (n=30).
Em cada grupo, os animais foram distribuidos em trés sub-
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grupos (A, B e C, respectivamente) de dez animais cada,
conforme o periodo de observacéo apds o tratamento, de
3, 7 e 14 dias, respectivamente, ao final do qual os animais
eram sacrificados e a pele da regiao de interesse resseca-
da em bloco para processamento e andlise histolodgica e
histo-morfométrica. Fragmentos de pele normal, removidos
na producao das lesdes e selecionados aleatoriamente,
constituiram o Grupo 3, de controle normal.

Procedimento cirtrgico

Os animais foram anestesiados com doses adequadas de
pentobarbiturato sédico (Nembutal®, Abbott). Ampla tricotomia
era feita na regido escapular direita, em seguida submetida a
anti-sepsia com alcool iodado a 2% e protecdo com campos
cirdrgicos estéreis. Em seguida, era produzida uma lesdo cuta-
neatotal de 1 cm de didmetro, com um punch especificamente
confeccionado; para maior eficiéncia do punch, a pele era puxa-
da de modo a formar uma prega, que era apoiada sobre uma
superficie dura; isto feito, o punch era utilizado em movimentos
rotatérios, cortando assim um segmento circular da pele, sem,
todavia, atravessé-la e ndo lesando a face profunda da pele do
outro lado da prega. Ocasionalmente, um bisturi era utilizado
paracomplementar a secgao da pele. Aleséo era protegida com
um curativo Umido renovado diariamente e somente removido
para a aplicagao da irradiag&o ultra-sénica.

Irradiacao ultra-s6nica

Imediatamente apds a leséo j& era realizada a primeira se-
cao de irradiagao ultra-sbnica, as demais sendo realizadas
em dias alternados, de modo que nos subgrupos 1A e 2A
(8 dias) foram feitas no total duas aplicagdes, nos subgrupos
1B e 2B (7dias), quatro aplicagdes, e nos subgrupos 1C e 2C
(14 dias), sete aplicagdes. Para otimizar o contato das ondas
ultra-sdnicas com o tecido, as lesdes eram abundantemente
banhadas com solugéo fisiolégica e, em seguida, cobertas
com um filme pléstico (PVC, de uso doméstico). O gel de
acoplamento do ultra-som era espalhado sobre o filme,
permitindo a irradiagao ultra-sénica estacionaria 10 minu-
tos sem contato do cabecote com a lesdo. Procedimentos
idénticos eram realizados nos Grupos 1 e 2, sendo com o
equipamento desligado no Grupo 1 (irradiacao simulada, ou
sham stimulation) e ligado no Grupo 2 (irradiacéo efetiva).

O equipamento de irradiagéo ultra-sénica utilizado foi de-
senvolvido e construido no Laboratério de Bioengenharia
da EESC-USP com as seguintes caracteristicas: frequiéncia
fundamental de 1,5 MHz, modo pulsado com freqiéncia
de repeticao dos pulsos de 1 kHz, largura do pulso de 200
us, intensidade de 30mW/cm? (SATA) e area de irradiacéo
efetiva (ERA) de 22 mm.

Registro da area de lesao
Foram registrados os perimetros das lesdes, imediatamente

apods a sua producao e nos varios periodos de observacéo
pds-operatdria, para ambos 0s grupos experimentais. Os
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registros foram obtidos por meio de decalque in loco sobre
uma folha delgada de transparéncia, previamente esterili-
zada, com uma caneta esferogréfica de ponta fina. Esses
registros eram copiados com um scanner digital e armaze-
nados, para posterior processamento e analise computacio-
nal utilizando um programa especifico de processamento
e andlise de imagens (Matlab 6.0, release 13), capaz de
realizar a medida planimétrica da area. Os registros foram
reproduzidos juntamente com a escala em milimetros para
calculo das areas, a partir da medida padréo do punch de
1 cm de didmetro (78,54 mm2).

Andlise Histologica

Os fragmentos de pele destinada a anélise histoldgica foram
fixados em formol a 10% por 24 horas. Apds este periodo,
foram incluidos em blocos de parafina e submetidos a
cortes transversais de 5 um de espessura, preparando-se
duas laminas com quatro cortes seqlénciais em cada uma.
Uma das laminas era corada com o tricromico de Masson,
que permite visualizar as camadas da pele e as células
inflamatérias, e a outra com Sirius Red, para identificagéo,
quantificacéo e diferenciagao do colageno.

Analise morfométrica

A avaliagao histo-morfométrica foi realizada nas laminas
coradas com o tricromico de Masson, empregando um
microscopio de transmissao de luz (Zeiss, modelo Axiophot
1) equipado com uma camera digital (JVC, modelo TK1270)
acoplada a um microcomputador dotado de programas de
andlise computacional de imagens (KS400 V2.0, Carl Zeiss
Vision, e Image Scion), para armazenamento e processa-
mento das imagens digitalizadas. Eram capturados trés
quadros sequéncias do interior da lesdo em cada corte
histoldgico (objetiva 10x, optovar de 1x). Foi quantificada a
densidade de células inflamatdrias nos subgrupos 1A e 2A
(3 dias) e 1B e 2B (7 dias); a area da epiderme e da derme
foi medida nos subgrupos 1B e 2B (7 dias) e 1C e 2C (14
dias). Os dados obtidos foram transferidos para uma planilha
e, em seguida, submetidos a andlise estatistica.

As laminas coradas com Sirius Red, para quantificagao do
colageno, foram analisadas com um microscépio de luz
polarizada (Nikon, modelo E-800, objetiva 20x) equipado
com uma céamera digital (Nikon, modelo DXM-1200) e co-
nectado ao micro-computador equipado com um programa
especifico de processamento e analise de imagens (Image
Pro-Plus, Verséo 4.5.1.22, Media Cybernetics, Inc). Foram
quantificados: o colageno total e o colageno tipo | e lll em
todos o0s subgrupos de ambos 0s grupos experimentais,
bem como da pele normal, para posterior comparacao.

Analise Estatistica

Para analise dos resultados da densidade de células infla-
matdrias, da drea da derme e epiderme e do percentual de
colageno, foi utilizada a andlise de variancia com dois fato-
res (Anova Two Way), ou seja, os periodos de observacdo
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pds-operatdria (3, 7 e 14 dias) e 0s grupos experimentais
(1 e 2). Para a comparagéao entre os periodos, foi utilizado
o teste post hoc de Tukey. Sendo considerada significante
quando p<0,05.

Para anélise dos resultados da medida da area das lesoes,
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
comparagao de duas amostras independentes, com o mes-
mo nivel de significancia (p<0,05).

RESULTADOS
Registro da Area da Lesao

A varidvel area da lesdo foi estabelecida comparando-se
as diferencas entre os valores observados imediatamente
apods a sua producéo e o Ultimo dia de cada subgrupo A, B
e C (3, 7 e 14 dias) dos grupos 1 e 2 (irradiagao simulada
e irradiagao efetiva).

A andlise estatistica evidenciou que nao houve diferenca esta-
tisticamente significante entre as areas médias ou medianas
das lesdes nos subgrupos 1A e 2A (p=0,064; Figura 1), nem
nos subgrupos 1B e 2B (p=0,144; Figura 1). J& nos subgru-
pos 1C e 2C, as diferencas entre as areas inicial € final foram
significantes demonstrando um aumento da area cicatrizada
no grupo com irradiacao efetiva (141,88 = 18,50 mm?) em
relagao ao grupo com irradiacao simulada (117,38 = 15,14
mm?) com p<0,05 (p=0,002); (Figura 1/ Tabela 1).

Andlise Histologica

Subgrupos A (3 dias): foi observada a formagao da ma-
triz inicial da ferida, com a presenca de grande quantidade
de fibrina, sendo maior no Grupo 1 (Figura 2-A) do que no
Grupo 2, que, no entanto, ja apresenta maior contingente de
fibras colagenas jovens (Figura 2-B). Foi observada, ainda,
grande quantidade de neutréfilos e mondécitos em ambos os
grupos, maior no Grupo 1 (Figura 2-A) do que no Grupo 2
(Figura 2-B), o qual apresentou maior quantidade de vasos
neoformados (Figura 2-B).

Subgrupos B (7 dias): as fibras colagenas j& eram mais
numerosas e de aspecto mais maduro em ambos 0s gru-
pos, principalmente no Grupo 2, no qual apresentavam
distribuicdo mais homogénea e regular (Figura 2-D) do que
no Grupo 1 (Figura 2-C). Vasos neoformados e fibroblastos
foram observados em ambos 0s grupos. A re-epitelizacao
esta ocorrendo em ambos 0s grupos, mas nitidamente mais
avangada no Grupo 2, no qual ja ha esbogo de queratiniza-
géo (Figura 2-D), do que no Grupo 1 (Figura 2-C).
Subgrupos C (14 dias): as fibras colagenas ja estavam
mais diferenciadas e empacotadas, adquirindo a confi-
guracéo caracteristica relacionada as forgas mecéanicas
normalmente atuantes sobre a pele (Figura 2-E), num as-
pecto mais pronunciado no Grupo 2, no qual ficaram muito
semelhantes ao normal, inclusive com o desenvolvimento
de papilas dérmicas (Figura 2-F). Foram observados, ain-
da, fibroblastos e anexos cutaneos (glandulas sebéaceas,
foliculos pilosos) parcialmente reparados, mais numerosos
no Grupo 2 (Figura 2-F) do que no Grupo 1(Figura 2-E). A
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epiderme recém-formada ja iniciou
seu processo de diferenciagao
pds-migratdria, mostrando maior
espessura no Grupo 1 (Figura
2-E) que no Grupo 2 (Figura 2-F),
demonstrando, assim, aceleracao
no processo de cicatrizacdo no
Grupo 2. A cobertura queratinica
é observada em ambos 0s grupos
(Figura2-E e F).

Analise histo-morfométrica

Foram avaliados a densidade de
células inflamatdrias, a area da
epiderme e da derme e o percen-
tual dos colagenos tipo I e lll e do
colageno total (Tabela 1).
Densidade de células infla-
matorias: a densidade de célu-
las inflamatérias foi de 2.611,68
cel/mm? no subgrupo 1A e de
2196,56 cel/mm? no subgrupo 2A,
diminuindo para 2.351,22 cel/mm?
no subgrupo 1B e para 2.466,42
cel/mm?2no subgrupo 2B. As di-
ferencas foram significantes entre
0s subgrupos 1A e 2A (p<0,05),
mas nao entre os subgrupos 1B
e 2B (Tabela 1). Nos subgrupos
1C e 2C, as células inflamatorias
estavam virtualmente ausentes,
assim como no Grupo 3, da pele
normal.

Area da epiderme e da derme:
as areas da epiderme e da derme
foram avaliadas nos subgrupo
B e C de ambos os grupos € no
Grupo 3. No Grupo 1, a area da
epiderme diminuiu de 0,31 mm? a
0,25 mm? do subgrupo B para o
subgrupo C; no Grupo 2, diminuiu
de 0,33 mm? para 0,30 mm?, as
diferengas entre grupos e subgru-
pos sendo significantes apenas

Area de cicatrizaciio da lesio (mm?

140 .

=

) ;

— -

2 1

g -

-

2

k- -~

= &

£ L) + Imadiagao Simulada
" Imadiagao Efetiva
2

3 dias 7 daas.
Dias de lesdo

14 das

Figura 1 - Gréfico da evolugao da area cicatrizada nos
grupos 1 (Irradiagdo simulada) e 2 (Irradiacdo efetiva) e
seus subgrupos A (3 dias), B (7 dias) e C (14 dias).

Figura 2 - Fotomicrografias da pele de animais do grupo
1 (irradiagdo simulada) a esquerda (A,C,E) e do grupo
2 (irradiagdo efetiva) a direita (B,D,F) nos subgrupos:
A (3 dias) de leséo (A,B), B (7 dias) de lesdo (C,D) e

C (14 dias) de leséo (E,F) Observamos fibrina ( * ),
Células inflamatérias (menores no grupo 2 comparadas
ao grupo 1), vasos neoformados ( == ), processo de

reepitelizagcéo ( ), processo de queratinizagao
( §) e anexos cuténeos ( —»).

quando comparados aos valores
obtidos na pele normal do Grupo
3 (p<0,001). A area da derme di-
minuiu de 2,18 mm? no subgrupo
1B para 2,05 mm? no subgrupo 1C,
mas aumentou de 2,31 no subgru-
po 2B para 2,32 no subgrupo 2C,
as diferengas entre subgrupos e
grupos sendo significantes somen-
te em comparacao com o Grupo 3
(p<0,05)(Tabela 1).
Colageno tipo I: foi mais abun-
dante do que o colageno tipo
[l nos periodos mais longos de
observacao (7 e 14 dias). Nos
subgrupos A dos Grupos 1e 20
percentual foi de 1,57% e 2,76%,
respectivamente, aumentando
para 10,30% e 10,67%, respecti-
vamente, nos subgrupos B, e para
16,88% e 16,64%, respectivamen-
te, nos subgrupos C. Em nenhum
grupo ou subgrupo atingiu o valor
normal observado no Grupo 3
(52,02%). As diferencas nos per-
centuais foram significantes na
comparagao entre os subgrupos
de um mesmo grupo (p<0,001)
e entre os Grupos 1 e 2 com 0
Grupo 3 (p<0,001) (Tabela 1).
Colageno tipo lll: em todos os
grupos e subgrupos, os valores
percentuais do colageno tipo Il
sempre foram superiores aos
valores normais observados no
Grupo 3. Nos subgrupos A dos
Grupos 1 e 2, o percentual de
colageno tipo Il foi de 1,06% e
1,65%, respectivamente, as dife-
rencas entre ambos nao sendo
significantes. Aumentou para
1,41% no subgrupo 1B, mas dimi-
nuiu para 1,49% no subgrupo 2B,
aumentando depois para 5,56%
e 3,5% nos subgrupos 1C e 2C,

Densidade Area Epiderme | Area de Derme Colageno Colageno Colageno Area Cicatrizada
(cél/mm?) (mm?) (mm?) Tipo | (%) Tipo lll (%) Total (%) (mm?)

1A 2611,68 + 423,82 * * 1,57 +1,35 1,06 + 0,80 2,63 + 1,30 47,73 + 11,81
2A 2196,56 + 234,93 * * 2,76 +1,34 1,65 + 0,60 4,41 £1,56 55,79 £ 5,29
1B 2351,22 + 250,91 0,31 £0,24 2,18 +0,37 10,30 + 3,13 1,41 £0,79 11,71 £ 3,54 113,56 + 22,81
2B 2466,42 + 488,16 0,33+0,16 2,31 +0,71 10,67 + 2,44 1,49 1,15 12,16 £ 3,14 99,34 + 14,03
1C > 0,25+0,14 2,05 +0,43 16,88 + 5,90 5,56 + 3,19 22,43 £ 4,24 117,38 £ 15,14
2C > 0,30+ 0,12 2,32 + 0,50 16,64 + 3,96 3,50 + 1,39 20,14 £ 4,20 141,88 + 18,50
N > 0,16 + 0,03 1,51 £ 015 52,02 +2,19 0,56 + 0,21 52,58 + 2,21 o

Legenda: 1- Grupo com irradiagdo simulada, 2- Grupo com irradiagéo efetiva, A- 3 dias de lesdo, B- 7dias de lesdo, C- 14 dias de lesao, N- Pele normal sem les&o.*

Nesta f[]
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Tabela 1 - Pardmetros histo-morfométricos avaliados.
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respectivamente. As diferencas
foram significantes na compara-
cao entre os subgrupos de cada
grupo (p<0,001) e entre o Grupo
3 e 0s subgrupos A (p<0,004), B
(p<0,003) e C (p<0,001) de ambos
os Grupos 1 e 2 (Tabela-1).

% de Coligeno

Colageno total: em todos os gru- 0
pos e subgrupos, os valores per- ¢ .
centuais do colageno total sempre 0

3 dias

foram inferiores aos do Grupo 3,

Percentual de coligeno total

T dias 14 dias
Dias de lesio

investigacoes sobre a estimulacao
da neo-osteogénese” e sobre o
reparo de outros tipos de tecidos,
como a pelet™®112 o0 musculo® 9,
a cartilagem® e os nervos peri-
féricos,

LesOes cutaneas cronicas, como
as Ulceras de vérias causas, sdo
de dificil cicatrizagao, motivando a
procura de meios e recursos que
possam beneficiar seu processo

-

» Iradiagio Simulada
=» Imadiagao Efetiva

no qual foi registrado o valor mé-
dio de 52,58%. No Grupo 1, foi de
2,63% no subgrupo A, passando a
11,71% no subgrupo B e a 22,43%
no subgrupo C. No Grupo 2, foi de
4,41% no subgrupo A, 12,16% no subgrupo B e 20,14% no
subgrupo C. As diferengas foram significativas na compara-
¢ao entre 0s subgrupos dos Grupos 1 e 2 (p<0,001) e entre
estes e o Grupo 3 (p<0,001), (Tabela 1/Figura 3).

DISCUSSAO

O ultra-som €, provavelmente, o recurso fisico mais utilizado
no tratamento de lesdes de tecidos moles, podendo acele-
rar a reparacao tecidual nos seus diferentes aspectos®'?.
Com a irradiagao ultra-sénica, € possivel melhorar tanto a
velocidade da cicatrizacéo, quanto a qualidade do tecido
cicatricial. De fato, ha muitos relatos sobre os efeitos do ultra-
som sobre 0 processo de cicatrizagao dos 0sso0s, tenddes,
musculos, ligamentos, cartilagem e pele, demonstrando
seus beneficios com baixas doses e seus prejuizos com
doses elevadas®.

Além disso, varios experimentos vém demonstrando a su-
perioridade do ultra-som pulsado, em comparagao com o
continuo. O ultra-som pulsado é caracterizado por pausas
entre os ciclos de transmiss&o, minimizando os efeitos téer-
micos e maximizando o efeito mecéanico da irradiacéo, do
que resulta um aumento da sintese de colageno, que chega
a 30% contra 20% com o ultra-som continuo, para a mesma
intensidade®. Varias investigacdes evidenciaram, ainda,
efeitos bioldgicos do ultra-som relacionados a cavitagao
e a micro-massagem, tais como de-granulagao de células
de sustentacao, altera¢des na funcao da membrana celular,
aumento nos niveis intracelulares de célcio, estimulacéo da
atividade fibroblasticas, resultando no aumento da sintese
protéica, da neo-angiogénese e da tensao elastica do co-
lageno, efeitos esses mais pronunciados com o ultra-som
pulsado®', independentemente dos demais parametros
utilizados na irradiagéo, como a frequéncia fundamental, a
intensidade, a largura de pulso e a freqiiéncia de repeticao
dos pulsos.

Mais recentemente, efeitos benéficos da irradiagéo ultra-
soénica pulsada sobre o processo de cicatrizacéo e rege-
neracao de diferentes tipos de tecidos foram relacionados
a baixa intensidade, com uso de equipamentos especifica-
mente construidos com essa caracteristica®. A eficacia do
ultra-som de baixa intensidade foi comprovada em varias
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Figura 3 - Valores percentuais do colageno total nos
grupos 1 (Irradiagdo Simulada) e 2 (Irradiagéo efetiva) e
seus sub-grupos A (3 dias), B (7dias) e C (14 dias).

de cicatrizagao. O ultra-som seria
um desses recursos, visto que
seus efeitos benéficos se fazem
sentir desde a fase inflamatéria
aguda até a fase de remodelagem
da cicatriz cuténea. Todavia, sua utilizagéo para o reparo do
tecido cutaneo a intensidades muito baixas tem sido muito
pouco investigada, motivo do presente estudo.

O modelo experimental utilizado foi o de lesdes cutaneas
totais extensas, ou seja, de remocao completa da pele numa
area relativamente grande, deixando exposto o tecido fas-
cial de revestimento muscular. Para maior reprodutibilidade
do método, foi utilizado um punch circular cortante, que
fazia mais de 90% do corte da pele, o restante sendo com-
plementado com um bisturi. No Grupo 1, a irradiacéo era
simulada, ou seja, 0 equipamento era utilizado do mesmo
modo que no Grupo 2, embora desligado. Essa estratégia
teve por finalidade submeter os animais do Grupo 1 ao
mesmo protocolo do Grupo 2, garantindo assim que 0s
efeitos encontrados seriam exclusivamente relacionados
ao estimulo ultra-sénico.

O equipamento de irradiacéo ultra-sénica foi o mesmo ja
utilizado e convalidado em investigagdes anteriores, para uso
estacionario. Para o uso em humanos, com grandes lesoes,
o tempo de irradiacéo recomendado é de 20 minutos em
aplicagbes diarias, mas na presente investigacéo, por forgca
das dimensoes relativamente diminutas da les&o, foi estipula-
do otempo de 10 minutos em aplicagdes em dias alternados.
Em contraste com a aplicagao da irradiagao sobre as bor-
das da lesdo, como mencionado em outros trabalhos('12),
aqui foi preferida a aplicacao direta sobre a leséo, que foi
isolada do cabecote de ultra-som por meio de um filme de
PVC, sob o qual era introduzida solugao fisiolégica e sobre
o qual era colocado o gel de acoplamento do cabecote, o
que propiciou a profilaxia de infecgdes ao mesmo tempo em
que garantiu a transmissibilidade das ondas ultra-sénicas'®.
Sendo o leito cruento da lesao constituido de fascia muscular
e musculo, ricos em células mesenquimais pluripotenciais, é
valido pensar que airradiagdo diretamente nesse local seria
mais eficiente do que nas bordas da leséo.

O seguimento da evolugéo da &rea da leséo cutanea é
0 parametro mais empregado na pratica clinica diaria de
fisioterapeutas e médicos, motivo da sua utilizacdo neste
trabalho. A medida da &rea da lesao pelo método empre-
gado (planimetria computacional) foi escolhida por ser de
baixo custo, facil manuseio e relevante aplicabilidade clinica,
havendo ja vérios relatos do seu emprego para o seguimento
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da evolugdo de lesbes abertas!'7'®. Por esse parametro,
o efeito da irradiacdo ultra-sdnica apareceu somente no
Ultimo periodo de observacéo, de 14 dias (subgrupos C),
quando a diferenca entre 0s grupos foi significante, o que
nao havia ocorrido nos periodos de 3 (subgrupos A) e 7
dias (subgrupos B).

Na anélise histologica qualitativa, os efeitos da irradiagao
ultra-sénica no Grupo 2 manifestaram-se como a menor
quantidade de fibrina, o menor ndmero de neutrdfilos e
mondcitos, maior contingente de vasos neoformados, fibras
colagenas em maior nUmero e com arranjo mais maduro e
re-epitelizacdo mais precoce, incluindo o aparecimento de
anexos e granulos de queratina. A anélise morfométrica con-
firmou esses dados, comegando com o nimero de células
inflamatdrias, que diminuiu paulatinamente em ambos os
grupos, com queda mais pronunciada no Grupo 2, embora
a diferenca entre ambos nao tivesse sido significante, o
mesmo ocorrendo com a area da epiderme e da derme.
Com relagdo ao colageno total e do tipo |, observou-se
aumento significante entre os subgrupos dos dois grupos,
caracterizando o avangar do processo cicatricial, enquanto
gue o colageno do tipo lll, que j& estava acima do normal
no primeiro periodo de observagao (subgrupo A) de ambos
0S grupos, apresentou aumento significante entre este e 0
Ultimo periodo (subgrupos A e C), ficando cerca de dez vezes
maior que o normal no Grupo 1 e sete vezes no Grupo 2.
Todavia, as diferencas entre os dois grupos nao foram sig-
nificantes para nenhum desses parametros. Ainda mais, em
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